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1.2 Signal Regulatory Proteins  
 
„Signal Regulatory Proteins“ (SIRP) zählen zur Immunglobulin-Supergenfamilie und werden 
als glykosylierte Transmembran-Proteine exprimiert [Kharitonenkov et al., 1997]. Als erstes 
Mitglied der Familie konnte SIRPα1 als Substrat für „Src Homology 2 Domain-containing 
Phosphatase-2“ (SHP-2) aus Rattenfibroblasten, welche mit dem Onkogen v-src transformiert 
waren, isoliert werden [Fujioka et al.,  1996]. SIRPα1 wurde aufgrund seiner Bindung an die 
Phosphatase zuerst als „SH2-Domain containing Phosphatase Substrate-1“ (SHPS-1) 
bezeichnet. Zahlreiche Isolierungen desselben Proteins führten in den folgenden Jahren zu 
weiteren Namensgebungen, wie „Brain Ig-like molecule with Tyrosin activation Motivs“ 
(BIT) [Ohnishi et al., 1996], P84 [Comu et al., 1997], „Macrophage Fusion Rceptor“ (MFR) 
[Saginario et al., 1998], MyD-1 [Brooke et al., 1998] und SIRP [Kharitonenkov et al., 1997], 
welches auch im folgenden als Name für die Proteinfamilie verwendet wird. 
Bisher konnten mehr als 15 nah verwandte Gene aus verschiedenen humanen cDNA-
Bibliotheken isoliert werden, die sich vor allem in einigen Aminosäuren in ihren 
extrazellulären Domänen unterscheiden [Kharitonenkov et al., 1997]. Die Vielzahl an 
ähnlichen Genen läßt eher auf einen hohen Polymorphismus, als auf verschiedene Gene 
schließen [van den Berg et al., 2004]. 
Die Protein-Familie läßt sich in 2 Gruppen einteilen, die als SIRPα und SIRPβ bezeichnet 
werden. Beide verfügen über einen extrazellulären Teil und eine Transmembrandomäne. Ein 




1.2.1 Struktur und Funktion von SIRPα 
 
1.2.1.1 Genomische Analyse 
 
SIRPα liegt auf humanem Chromosom 20p13 und Maus Chromosom 2 [Yamao T. et al., 
1997; Eckert C. et al., 1997]. Das SIRPα-Gen unterteilt sich in 8 Exons und 7 Introns auf 
einen Bereich von 30kb auf dem Chromosom. Dabei kodiert Exon 1 für ein Signalpeptid, 
welches bei weiterer Prozessierung abgespalten wird, Exon 2, 3 und 4 für je eine Ig-Domäne, 
Exon 5 für die Transmembrandomäne und Exon 6, 7 und 8 für den intracytoplasmatischen 
Teil [Sano et al., 1999]. 
 
 
1.2.1.2 Extrazelluläre Teil 
  
Der extrazelluläre Teil von SIRPα besteht aus drei Ig-Domänen. Bei der N-terminalen Do-
mäne handelt es sich um eine IgV-Domäne, die auch den größten Polymorphismus zeigt. Die 
2. und 3. Ig-Domäne sind IgC-Domänen, welche von Exon 3 und 4 kodiert werden und durch 
alternatives Spleißen entfernt werden können [Kharitonenkov et al., 1997, Saginario et al., 
1998, Sano et al., 1999]. 
Mögliche Glykosylierungsstellen können anhand der Sequenz NXS/T (N: Asparagin, X ≠ 
Prolin, S: Serin, T: Threonin) in SIRPα bestimmt werden. Bei dem Maus-Homolog gibt es 17, 
im Ratten-Homolog 15 und im humanen Homolog 5 mögliche Glykosylierungsstellen 
[Fujioka et al., 1996, Yamao et al., 1997]. Die unterschiedliche Glykosylierung in verschie-
denen Spezies führt auch zur unterschiedlichen Detektion der glykosylierten Proteine im 
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SDS-Gel. 85-90 kDa für humane SIRPα, 110-120 kDa für SIRPα der Maus und Ratte. Die 
unterschiedliche Glykosylierung der Proteine variiert auch innerhalb der einzelnen Spezies in 
Geweben und könnte für spezifische Bindungen von potentiellen Liganden verantwortlich 
sein [van DN et al., 2001]. 
 
 
1.2.1.3 Intrazelluläre Teil 
 
Der intracytoplasmatische Teil von SIRPα enthält 4 Tyrosinreste, von denen 2 innerhalb eines 
„Immunoreceptor Tyrosin based Inhibitor Motiv“ (ITIM) vorkommen. Die ITIM-Sequenz 
kommt als Konsensussequenz (I/VxYxxL) in zahlreichen Rezeptoren vor, zum Beispiel in 
„Killer cell Ig-like Receptor“ (KIR), „C-type Lectin Inhibitory Receptors“ und „Leukocyte-
associated Ig-like Receptor-1“ (LIR-1). ITIM sind nach Phosphorylierung Bindungsregionen 
für SHP-1 und -2. Nach Aktivierung dieser Rezeptoren kommt es zur Phosphorylierung der 
Tyrosinreste innerhalb des ITIM, zur Rekrutierung und Aktivierung von SHP-1/-2 und 
infolgedessen zur Hemmung der Zellaktivität. 
Des weiteren besitzt SIRPα eine Prolin-reiche Sequenz am C-Terminus, an welche Moleküle 
mit SH3-Domäne, wie zum Beispiel „Growth Factor Receptor-Binding Protein“ Grb2 binden 
[Kharitonenkov et al., 1997, Saginario et al., 1998].  
 
 
1.1.2 Phosphorylierung von SIRPα 
 
1.1.2.1 Rezeptor Tyrosin Kinasen 
 
Zur Phosphorylierung von Tyrosinresten in SIRPα kommt es bereits 1-2 Minuten nach 
Stimulation mit „Epidermal Growth Factor“ (EGF) und „Plateled Derived Growth Factor“ 
(PDGF) [Kharitonenkov et al., 1997]. Zusätzlich kann eine Phosphorylierung von SIRPα mit 
aufgereinigten EGF-Rezeptor [Ochi et al., 1997] und Insulin-Rezeptor [Noguchi et al., 1996] 
gezeigt werden. Daraus kann gefolgert werden, daß an einer Phosphorylierung von SIRPα 
diese Rezeptor Tyrosin Kinasen direkt oder indirekt beteiligt sind. 
 
 
1.1.2.2 Rezeptoren ohne Tyrosin-Kinase-Aktivität 
 
Desgleichen kann man eine Phosphorylierung von SIRPα auch nach Stimulation von Zellen 
über Fibronectin, welches Integrin-Rezeptoren aktiviert [Tsuda et al., 1998; Oh et al., 1999], 
nach „Lysophosphatidic Acid“ (LPA) Behandlung [Takeda et al., 1998] und durch 
Stimulation mit „Growth Hormone“ (GH) [Stofega et al., 2000] beobachten. 
Im Falle von GH soll „Janus Kinase 2“ (Jak2) nach Aktivierung durch den GH-Rezeptor 
neben „Extracellular Signal-Regulated Kinase“ (Erk) 1 und -2 und „Signal Transducer and 
Activator of Transciption“ (STAT) auch SIRPα phosphorylieren, es kommt zur Rekrutierung 
von SHP-2 und infolgedessen zu einer Dephosphorylierung von Jak2 [Stofega et al., 2000]. 
Bei LPA kommt es nach Takeda et al. zur Aktivierung von G-Protein gekoppelten Rezeptoren 
und über „Small GTP-binding Protein“ Rho, „Focal Adhesion Kinase“ (Fak) und Src zur 
Phosphorylierung von SIRPα, Bindung von SHP-2 und Aktivierung des „Mitogen-Activated 
Protein Kinase“ (MAPK)-Signaltransduktionsweges. 
Ein ähnlichen Mechanismus postuliert Oh et al. für Integrine. Integrin-Stimulation führt zur 
Aktivierung von Fak und anschließend über aktivierte Src zur Phosphorylierung von SIRPα. 
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1.1.2.3 Intrazellulärer Signaltransduktionsweg 
 
Nach Phosphorylierung der C-terminalen Tyrosinreste von SIRPα bindet eine der beiden 
cytosolischen Phosphatasen SHP-1 oder -2 über seine beiden  SH2-Domänen an die ITIM-
Sequenzen [Kharitonenkov et al., 1997; Timms et al., 1998; Veillette et al., 1998]. Y449 
bindet speziell die N-terminale und Y473 die C-terminale SH2-Domäne [Takada 1998]. 
Durch die Bindung an SIRPα kommt es zur Aktivierung der Phosphatase. Diese kann auch 
SIRPα als Substrat dephosphorylieren [Kharitonenkov et al., 1997; Timms et al., 1998; 
Noguchi et al., 1996; Milarski et al., 1994].  
Trotz der ähnlichen Struktur von SHP-1 und -2 besitzen beide Phosphatasen eine unterschied-
liche biologische Funktion, die sich einerseits aus ihrer Substratspezifität und ihrem 
Vorkommen ergibt. SHP-1 wird nur in Zellen des haematopoetischen Systems exprimiert und 
besitzt eher eine inhibitorische Wirkung, dagegen kommt SHP-2 in allen Zellen, besonders 
neuronalen Zellen, vor und zeigt mehr eine aktivierende Wirkung [Neel et al., 1997; Tonks et 
al., 1996]. 
Zum Beispiel führt eine Stimulation des „Colony-Stimulating Factor 1 Receptor“ (CSF-1R) 
in Makrophagen zur Phosphorylierung von SIRPα, welches anschließend SHP-1 bindet und 
aktiviert. SHP-1 dephosphoryliert CSF-1R und hemmt damit dessen Aktivität [Timms et al., 
1998].  
Die Rekrutierung und Aktivierung von SHP-2 durch SIRPα kann sowohl aktivierende als 
auch inhibitorische Wirkung haben. SIRPα kann SHP-2 an die Zellmembran rekrutieren, 
welche anschließend einerseits cytosolische Proteine, wie zum Beispiel Kinasen der src-
Familie durch Dephosphorylierung, aktiviert [Takeda et al., 1998; Oh et al., 1999] oder 
andererseits, ähnlich wie SHP-1, membranassozierte  Rezeptorkomplexe deaktivieren 
[Stofega et al., 2000; Ochi et al., 1997; Takada et al., 1998].  
 
 
1.1.3 SIRPα als Gerüstprotein 
 
In Makrophagen konnten 3 weitere Proteine, „Fyn-Binding Protein/SLP-76-Associated 
Protein of 130kDa“ (FyB/SLAP-130), „SRC-Kinase-Associated Protein of 55 kDa“ 
(SKAP55hom) und „Prolin-rich Tyrosin Kinase“ (Pyk) 2 identifiziert werden, die mit SIRPα, 
unabhängig von dessen Phosphorylierungsstatus, einen Multiproteinkomplex bilden. Nach 
Integrin-vermittelter Stimulation von Makrophagen kommt es zur Phosphorylierung der 
Proteine des Multiproteinkomplexes. SIRPα könnte infolgedessen einerseits als Transmitter 
über die assoziierten Proteine und andererseits als Inhibitor über SHP-1 wirken [Timms et al., 
1999].  
Des weiteren kann SIRPα1 mit Grb2 in vitro assoziieren [Kharitonenkov et al., 1997]. 
 
 
  [1.] Einleitung 4 




CD47, auch als „Integrin Associated Protein“ (IAP), „Rh-related Protein“ [Lindberg et al., 
1994] und „Ovarian Cancer Antigen“ (OA3) [Mawby et al., 1994] bekannt, ist ein 
glykosyliertes Transmembran-Protein, das in einer Vielzahl von Geweben und Zellen 
vorkommt. CD47 wurde über seine Bindung an αvβ3 in Blutplättchen und in der Plazenta 
entdeckt [Brown et al., 1990]. 
CD47 gehört auch zur Familie der Ig-Rezeptor-Superfamilie, mit einer N-terminalen Ig-V 
Domäne und einem sehr hydrophoben Bereich, der fünfmal die Membran durchspannt. Der 
cytoplasmatische Bereich kann unterschiedlich gespleißt werden und hat somit eine Länge 
zwischen 3 bis 36 Aminosäuren [Lindberg et al., 1993].   
Es konnte gezeigt werden, daß CD47 ein Ligand für SIRPα ist [Jiang et al., 1999; Seiffert et 
al., 1999; Han et al., 2000; Vernon-Wilson et al, 2000]. Dabei binden die N-terminalen IgV-
Domänen von SIRPα und CD47 direkt aneinander. Abweichungen innerhalb der Amino-
säuresequenzen der extrazellulären Domänen zwischen den humanen SIRPα-Varianten, 
SIRPα1 und SIRPα2 führen dazu, daß für eine Bindung an CD47 die IgV-Domäne von 
SIRPα1 ausreicht, dagegen bei SIRPα2 auch die beiden IgC-Domänen notwendig sind 
[Seiffert et al., 2001]. 
 
 
1.1.4.1 Surfactant Proteine 
 
Kollektine sind Proteine, welche Phagozytose und Entzündung auslösen können, indem sie 
mit „Pathogen Associated Molecular Patterns“ (PAMPs) auf Mikroorganismen reagieren. 
Ihre N-terminale Region kann an PAMPs binden und ist über eine Gelenkregion an einen 
Kollagen-ähnlichen Teil gebunden. Sie bilden hocholigomere Strukturen.  
Surfactant Proteine A und D, die in der Lunge lokalisiert sind, binden mit ihrer N-terminalen 
Region an PAMPs und lösen durch Bindung ihres Kollagen-ähnlichen Teils an Calreticulin- 
CD91-Rezeptorkomplex eine Immunantwort aus. Im nicht aktivierten Zustand können 
Surfactant Protein A und D über ihre N-terminale Region auch an SIRPα binden und dadurch 
eine Aktivierung von Alveolar-Makrophagen verhindern [Gardai et al., 2003]. 
 
 
1.1.5  Biologische Funktionen 
 
1.1.5.1 Zellen des Immun- und Abwehrsystems 
 
Mastzellen 
SIRPα könnte als potentieller Inhibitor über die ITIM-Sequenz die Signaltransduktion von 
Molekülen mit „Immunoreceptor Tyrosin based Activation Motiv“ (ITAM), z.B. DAP12, 
CD3ζ, B-Zell-Rezeptor Igα oder Igβ oder FcεRI, beeinflussen. Mastzellen, welche mit einem 
chimären Molekül aus der extrazellulären Domäne von FcεRI und der Transmembrandomäne 
mit intrazellulären Region von SIRPα1 (FcεRI-SIRPα1) transformiert sind, zeigen eine 
deutlich geringere Reaktivität auf IgE, wenn endogener FcεRI und FcεRI-SIRPα1 koag-
gregiert sind [Lienard et al., 1999]. 
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Makrophagen 
Ein monoklonaler Antikörper (mAk) gegen SIRPα1 induziert die Synthese von NO, woraus 
sich folgern läßt, daß SIRPα1 normalerweise die NO-Produktion inhibiert [Adams et al., 
1998].  
Die SIRPα-Expression ist nach Kultivierung von Makrophagen, die aus dem Peritoneum 
isoliert wurden, erhöht und führt zur Ausbildung von Riesenzellen. Ein mAk gegen SIRPα 
kann die Fusion zu Riesenzellen unterbinden [Saginario et al., 1998]. Eine Beteiligung von 
CD47 ist dabei sehr wahrscheinlich, da eine Inhibition der CD47-SIRPα-Interaktion durch 
einen mAk gegen CD47 ebenfalls die Ausbildung von Riesenzellen verhindert [Han et al., 
2000].  
Nach Transfusion von CD47 -/- Erythrozyten in wt-Mäusen werden diese sehr schnell von 
Milz-Makrophagen phagozytiert. CD47 auf wt-Erythrozyten verhindert dagegen die 
Elimination durch Bindung an SIRPα auf Makrophagen. CD47 fungiert hier, vergleichbar 
dem „Major Histocompatibility Complex“ (MHC) anderer Zellen, als ein „Markerprotein der 
Selbsterkennung“ [Oldenborg et al., 2000].  
Das gleiche Phänomen konnte auch an IgG-opsonierten oder C3bi-opsonierten Erythrozyten 
beobachtete werden. Im Falle einer fehlenden CD47-SIRPα1-Interaktion zwischen 
opsonierten Erythrozyten von CD47 -/- Mäusen und wt-Makrophagen werden diese ebenfalls 
bedeutend schneller phagozytiert, als opsonierte wt-Erythrozyten. Dies legt den Schluß nahe, 
daß weder das inhibitorische Signal der CD47-SIRP-Interaktion, noch das aktivierende Signal 
über Komplement oder Antikörper eine dominante Rolle in der Phagozytose von 
Erythrozyten durch Makrophagen spielt. Zudem konnte anhand eines bestimmten 
Mausstammes, „Motheaten viable mice“, mit defizienter SHP-1 die dominierende Rolle 
gegenüber SHP-2 im SIRPα-Signaltransduktionsweg in Makrophagen bewiesen werden  
[Oldenborg et al., 2001]. 
Isolierte Makrophagen von transgenen Mäusen, welche ein SIRPα1-Molekül mit deletierter 
intrazellulärer Domäne exprimieren zeigen ebenfalls eine erhöhte Phagozytose von 
Erythrozyten. Die Mäuse entwickeln hier eine Thrombozytopänie [Yamao et al., 2002].  
Fgr, ein Mitglied der Src-Kinasen-Familie, wird in Makrophagen stark exprimiert, assoziiert 
nach „Cross-Linking“ des Fcγ-Rezeptor mit SIRPα und verstärkt die Bindung von SHP-1 an 
SIRPα. Durch diese Interaktion können positive Signale, welche zur Phagozytose führen, 
abgeschwächt werden [Gresham et al., 2000]. 
Andererseits konnte in einem weiteren Modell demonstriert werden, daß die Makrophagen-
Zellinie BAM3 normale abgestorbene Thymozyten, jedoch nicht die CD47 defiziente 
Lymphozytenlinie WR19L, phagozytiert. Erst nach Transformation von WR19L mit CD47 
kommt es zur Phagozytose. Dies läßt vor allem auch eine zelltypspezifische Wirkung einer 
SIRPα-CD47-Interaktion vermuten [Tada et al., 2003].  
 
Dendritische Zellen (DC) und T-Zellen 
Die Proliferation von ruhenden CD4-Ovalbumin-spezifischen-T-Zellen in Kokultur mit 
Antigen-gepulsten Monozyten wird durch Zugabe von mAk gegen SIRPα deutlich reduziert 
[Brooke et al., 1998]. Auch ein mAk gegen CD47 oder ein lösliches SIRPα-Protein hemmt 
die T-Zell-Proliferation in Kokultur mit DC. Ebenfalls ist die Induktion von cytotoxischen T-
Zellen durch DC in Gegenwart derselben mAk und löslichen SIRPα-Proteine reduziert 
[Seiffert et al., 2001]. In folgenden Untersuchungen wurde herausgefunden, daß eine CD47-
SIRPα-Interaktion die Differenzierung von DC hemmt und deren Zytokinproduktion 
herabsetzt. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, daß eine Stimulation von CD47 auf naiven T-
Zellen, den IL-12-Rezeptor herabreguliert und es dadurch zu einer verminderten Entwicklung 
von Th1-Zellen kommt. Dies läßt auf eine negative Kontrolle einer sonst eskalierenden 
inflammatorischen Immunantwort schließen [Latour et al., 2001]. 
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Migration 
Zahlreiche Studien am CD47-SIRPα-System wurden auch bezüglich der Migration von Zel-
len durchgeführt. Die Wanderung von Langerhans-Zellen (Makrophagen) aus der Epidermis 
in periphäre Lymphknoten ist nach Injektion eines Haptens bedeutend reduziert, wenn die 
Gabe des Haptens parallel mit der Injektion von mAk gegen SIRPα erfolgt [Fukunaga et al., 
2004].  
Durch Expression von SIRPα in humanen Melanom- oder CHO-Zellen kann in einem Zell-
Migrations-Assay gezeigt werden, daß durch Bindung von mAk gegen SIRPα oder eines 
CD47-Fc-Fusionsprotein die Wanderung von Zellen in vitro unterbunden ist. Es kommt zur 
Dephosphorylierung von SIRPα und infolgedessen zur Dissoziation von SHP-2. Dies führt 
zur verstärkten Aktivität der Rho-Kinase und infolgedessen zur verminderten Migration 
[Motegi et al., 2003]. 
Die Ausbreitung von polymorphkernigen Leukozyten auf einem Monolayer von Epithelzellen 
und auf Kollagen ist durch einen mAk gegen SIRPα, löslichem CD47 oder durch ein Peptid, 
welches an die SIRPα-IgV-Domäne bindet, vermindert [Liu et al., 2002; Liu et al., 2004].    
Eine pro-B-Zellinie Ba/F3, die CD47 aber kein SIRPα exprimiert, zeigt nach stabiler Trans-
formation mit SIRPα eine starke Agglomeration, die durch einen mAk gegen CD47 inhibiert 
wird. Zudem konnte in einem Erythrozyten-Bindungsassay veranschaulicht werden, daß 
CD47 -/- Erythrozyten, im Gegensatz zu wt-Erythrozyten, nicht an stabil transformierte 
SIRPα+Ba/F3-Zellen binden und für eine Interaktion die IgV-Domäne von SIRPα1 ausrei-
chend ist [Babic et al., 2000]. 
 
 
1.1.5.2 Neuronale Zellen 
 
Eine SIRPα-CD47-Interaktion könnte an der Signaltransduktion an Synapsen beteiligt sein 
und zu deren morphologischen Veränderungen beitragen [Jiang et al., 1998; Mi et al., 2000; 
Comu et al., 1997]. Nervenzellen können ihre dendritischen Fortsätze auf SIRPα-
beschichteten Platten ausdehnen. Dieser Effekt kann durch mAk gegen SIRPα inhibiert 
werden [Sano et al., 1997]. Die Überlebensrate von kultivierten Nervenzellen in Medium 
unter Zusatz des Neutrotrophins  „Brain-derived neutrophic factor“ (BNDF)  ist durch SIRPα, 
welches durch Infektion mit rekombinanten Adenoviren in den kultivierten Zellen 
überexprimiert wird, verstärkt. Ein spezifischer „Phosphatidylinositol 3-Kinase“ (PI3K)-
Inhibitor blockiert diese Wirkung, so daß eine Beteiligung des PI3K-Akt-
Signaltransduktionsweges wahrscheinlich ist. Jedoch hat der Phosphorylierung-Status von 





Es konnte gezeigt werden, daß nach Transformation von Zellen mit onkogenen v-Src die 
endogene SIRPα-Expression durch konstitutive Aktivierung des Ras-MAPK-
Signaltransduktionswegs unterdrückt wird und zu „anchorage independent“ Zellwachstum 
führt [Machida et al., 2000]. Zudem ist SIRPα in Brustkrebsgewebe bedeutend niedriger 
exprimiert als in normalen Gewebe [Matsuda et al., 2001]. Weiterhin kann SIRPα kaum oder 
überhaupt nicht in Myeloblastenzellen von Patienten mit chronischer myeloider Leukämie 
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 Abb. 1: Schematische Darstellung des SIRPα Signaltransduktionsweges 
Nach Stimulation einer Vielzahl von Rezeptoren kommt es zur Phosphorylierung der ITIM-
Region von SIRPα. Die Phosphorylierung kann dabei direkt durch die Tyrosin-Kinase-
Domäne des aktivierten Rezeptors oder indirekt durch cytosolische Tyrosin Kinasen erfolgen. 
Nach Phosphorylierung von SIRPα können die Phosphatasen SHP-1 und SHP-2 gebunden 
und aktiviert werden. SHP-1 hat eine hemmende Wirkung auf zahlreiche Zellfunktionen, 
 
 
[1.1] Signal Regulatory Proteins 9
während SHP-2 eher eine aktivierende Wirkung hat. Beide Phosphatasen können auch SIRPα 
dephosphorylieren.  
Andere Tyrosin Kinasen, wie Pyk2, Fak, Fgr assoziieren mit SIRPα ohne es zu 
phosphorylieren. Adaptor Moleküle, wie Grb2, Fyb/SLAP130 und SKAP55hom binden 
ebenfalls an SIRPα.  
Die extrazelluläre IgV-Domäne von SIRPα und CD47 interagieren miteinander, welches 
ebenfalls zur Signaltransduktion in beiden beteiligten Zellen führt. Auch Surfactant Protein A 
und D können an die Zuckerkette der IgV-Domäne von SIRPα binden und SIRPα aktivieren. 
 
 
1.1.2 Struktur und Funktion von SIRPβ 
 
SIRPβ trägt nur eine kurze cytoplasmatische Domäne, ist allerdings über seine Transmem-
brandomäne in der Zellmembran verankert. Die cytoplasmatische Domäne enthält keine 
Sequenzen, die für eine Signaltransduktion verantwortlich sein könnten. Allerdings enthält die 
hydrophobe Transmembrandomäne eine basische Aminosäure Lysin, welche unter physiolo-
gischen Bedingungen eine positive Ladung trägt [Kharitonenkov et al., 1997]. Dies gilt auch 
für eine Gruppe von aktivierenden NK-Rezeptoren, wie KIR, LIR, Ly-49 Rezeptoren und 
heterodimere CD94 und NKG2 Polypeptide.   
Die aktivierenden NK-Rezeptoren KIR [Tomasello et al., 1998; Olcese et al., 1997; Lanier et 
al., 1998; Campbell et al., 1998], NKG2C [Carretero et al., 1997; Lanier et al., 1998; Vance et 
al., 1999], NKp44 [Cantoni et al, 1999], Ly-49D und Ly-49H [Smith et al., 1998] stimulieren 
die Zelle durch Bindung des Adaptormoleküls „DNAX Activating Protein of 12 kD“ 
(DAP12). NKG2D bindet ebenfalls an DAP12, aber auch an „DNAX Activating Protein of 10 
kD“ (DAP10) [Diefenbach et al., 2002; Wu et al., 1999]. 
DAP12 ist ein kleines Adaptormolekül, das als homodimeres glykosyliertes Transmembran-
protein exprimiert wird, eine kurze extrazelluläre Domäne besitzt und in seiner Transmem-
brandomäne über einen negativ geladenen Asparaginsäurerest verfügt. Es besitzt in seiner 
cytoplasmatischen Domäne eine ITAM-Sequenz und bindet nach dessen Phosphorylierung  
die Kinase Syk in B-Lymphozyten oder „ζ-Associated Protein“ (Zap70) in T-Lymphozyten 
[Lanier et al., 1998]. Ein bedeutender Unterschied zu anderen ITAM-tragenden Proteinen, wie 
zum Beispiel CD3ζ-ähnliche Proteine, Igα, Igβ und FcεRIγ besteht darin, daß die Expression 
von DAP12 nicht nur auf Zellen des hämatopoetischen Systems beschränkt ist, sondern sich 
auch in Endo- und Epithelzellen sowie neuronalen Zellen nachweisen läßt [Tomasello et al., 
1998].   
Das Adaptormolekül DAP10, eng verwandt mit DAP12, wird auch als homodimeres 
Transmembranprotein  in NK-Zellen und anderen Zellen des Immunsystems exprimiert und 
verfügt in seiner Transmembrandomäne ebenfalls über eine Asparaginsäure. In seiner 
cytoplasmatischen Domäne besitzt es eine YINM-Sequenz und bindet nach Phospho-
rylierung dieser Sequenz die Kinase PI-3 und Grb2 [Chang et al., 1999]. 
Es konnte gezeigt werden, daß SIRPβ über seine positiv geladene Aminosäure Lysin eben-
falls an DAP-12 in myeloiden Zellen bindet. Nach Stimulation mit einem monoklonalen 
Antikörper und „cross-linking“ oder durch Stimulation mit dem irreversiblen 
Phosphatasehemmer Natriumpervanadat, welcher zum Überwiegen der Kinase-Aktivität 
führt, kommt es zur SIRPβ-vermittelten Zellaktivierung, an der die Syk- und MAP-Kinase 
beteiligt ist [Tomasello et al., 2000, Dietrich et al., 2000].  
Trotz der hohen Homologie zwischen der extrazellulären IgV-Domäne von SIRPβ und SIRPα 
konnte keine Bindung von CD47 an SIRPβ gezeigt werden [Seiffert et al., 2001; Liu et al., 
2002]. Auch von anderen aktivierenden NK-Rezeptoren ist eine fehlende Interaktion mit 
potentiellen Liganden beschrieben. So bindet aktivierender KIR nicht [Winter et al., 1998] 
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oder nur schwach [Blery et al., 1997] an HLA Klasse 1 Moleküle, die eine hohe Affinität zu 
inhibierenden KIR besitzen. Desgleichen hat CD94/NKG2A Rezeptor eine höhere Affinität 




















Abb. 2 Schematische Darstellung des SIRPβ Signaltransduktionswegs 
SIRPβ ist mit homodimerem DAP12 assoziiert. Nach Stimulation des Rezeptors kommt es 
zur Phosphorylierung der ITAM-Sequenz und zur Bindung und Aktivierung der Syk-





1957 wurde von Isaacs und Lindenmann ein löslicher Faktor in virusinfizierten Gewebe 
entdeckt, der mit der Virusreplikation in nichtinfizierten Gewebe interferierte [Isaacs et al. 
1957]. Aufgrund dieser Eigenschaft wurde er als Interferon (IFN) bezeichnet und begründete 





Interferone können in zwei Gruppen (Typ I IFN und Typ II IFN) klassifiziert werden. Sie 
unterscheiden sich in ihrer Proteinsequenz und in der Erkennung spezifischer Rezeptoren. 
 
 
1.2.1.1 Typ I IFN 
 
In Säugetieren konnten bislang 8 unterschiedliche Familien vom Typ I IFN beschrieben 
werden. Dazu zählen IFN-α (mit 14 Genen beim Menschen und 11 Genen bei der Maus), 
IFN-β, IFN-δ, IFN-ε, IFN-κ, IFN-λ, IFN-ω und IFN-τ.  
IFN-β wird von allen Zellen, hauptsächlich jedoch von Fibroblasten-Zellen nach Virus-
Infektion oder nach Stimulation mit dsRNA, gebildet. 
IFN-α wird hauptsächlich von Lymphozyten, Makrophagen und Monozyten produziert und 
zeigt gegenüber IFN-β keine so hohe Spezies-Spezifität und kann einige Gene, die durch IFN-
β induziert werden, nicht induzieren [DeMaeyer-Guignard, 1988; Rani et al., 1996]. Bei 
Stimulation werden in Abhängigkeit der Induzenten unterschiedliche Subtypen exprimiert. 
Von IFN-ω existieren ebenfalls mehrere Gene, jedoch wird nur eines exprimiert [Adolf et al., 
1990]. Seine biologischen Aktivität ist dem IFN-α vergleichbar und wird auch mit diesem 
koexprimiert [Kubes et al., 1994]. 
IFN-κ wird selektiv von Keratinozyten exprimiert und besitzt gegenüber den anderen IFN ein 
Intron im nicht-kodierenden Bereich [Lafleur et al., 2001]. 
Conklin et al. beschrieb IFN-ε, welches hauptsächlich in Plazenta-Gewebe exprimiert wird 
und ebenfalls eine antivirale und antiproliferative Wirkung zeigt, wobei der Rezeptor noch 
nicht charakterisiert ist [Conklin et al., 2002]. 
IFN-λ [Sheppard et al., 2003; Kotenko et al., 2003] besteht aus 3 Genen. Sie haben mehrere 
Exons und besitzen als Proteine nur eine Homologie von 15-19% zu anderen Typ I IFN-
Vertretern. Auf DNA-Ebene zeigt es eine höhere Verwandtschaft zu IL-10. Für die Signal-
transduktion nutzt es die β-Kette des IL-10-Rezeptors. Im Gegensatz zu anderen IFN zeigt es 
keine antiproliferative Wirkung.  
IFN-τ, früher auch als Trophoblastin bezeichnet, konnte bisher nur bei Wiederkäuern gefun-
den werden. Es ist nicht durch Virus induzierbar, sondern wird konstitutiv von Trophoblasten-
Zellen kurz vor und während der Nidation des Embryo in das Uterusendometrium abgegeben 
[Roberts et al., 1999].  
IFN-δ wurde nur im Schwein beschrieben und übernimmt ähnliche Funktion, wie das 
Trophoblastin während der Gravidität [Lefevre et al., 1993].  
In Mäusen konnte ein Typ I IFN-ähnliches Molekül Limitin entdeckt werden, welches zu 
30% auf Proteinebene Homologien zu IFN-α, -β und -ω von Mensch und Maus aufweist und 
ebenfalls seine biologische Aktivität (antiviral, antiproliferativ und immunmodulatorisch) 
über den Typ I IFN Rezeptor ausübt [Oritani et al., 2000]. 
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Alle Typ I Interferone bis auf IFN-κ und IFN-λ werden von einem Gen, welches kein Intron 
besitzt, gebildet und sind wahrscheinlich infolge von Genduplikation aus einem gemeinsamen 
Vorläufer-Gen entstanden [Miyata et al., 1985]. Sie werden als Glykoproteine sezerniert und 
binden als Monomer an den Typ I IFN Rezeptor.  
 
 
1.2.1.2 Typ II IFN 
 
Im Gegensatz zu den Typ I IFN ist IFN-γ in Säugetieren der einzige Vertreter vom Typ II 
IFN. Das Gen enthält 3 Introns, besitzt keinerlei Homologie zu Typ I IFN und wird nach 
Stimulation mit Interleukinen (IL-2, IL-7, IL-12, IL-18), Antigen oder Mitogen von T-Zellen 
und NK-Zellen produziert. Kontrovers wird derzeit noch die Expression von IFN-γ in Makro-
phagen und Dendritischen Zellen diskutiert [Frucht et al., 2001]. IFN-γ ist ebenfalls glyko-
syliert, bindet aber im Gegensatz zu Typ I IFN als Homodimer an den Typ II IFN Rezeptor 





1.2.2.1 IFN-α Rezeptor (IFNAR) 
 
An den IFNAR binden IFN-α, -β, -ω, -κ und eventuell IFN-ε. Der Rezeptor besteht aus 2 
Ketten, IFNAR-1 und –2, welche auf unterschiedlichen Chromosomen liegen. IFNAR-1 
besitzt eine große extrazelluläre Domäne, welche durch Verdoppelung der „Cytokine 
Receptor Class II (CRII)-Bindungs-Domäne zustande kommt und einen kürzeren intrazel-
lulären Teil, der mit Janus Kinase Tyk2 assoziiert ist. IFNAR-1 besitzt eine geringe Affinität 
zu Typ I IFN, ist aber wichtig für die Signaltransduktion. IFNAR-2 dagegen bindet IFN mit 
höherer Affinität und besitzt einen längeren intracytoplasmatischen Teil, der mit Janus-Kinase 
Jak1 assoziiert ist [Mogensen et al., 1999].  
Die Bindung von IFN an IFNAR-2 führt zur Anlagerung von IFNAR-1 und Ausbildung eines 
hochaffinen IFNAR. Durch die Dimerisierung der beiden Rezeptor-Ketten kommt es zur 
Aktivierung der Janus-Kinasen, der gegenseitigen Phosphorylierung der Ketten und Bindung 
von STAT Proteinen über SH2-Domänen. STAT1 und 2 werden in allen Zellen nach 
Stimulation des IFNAR aktiviert, dagegen werden STAT3, STAT4, STAT5 und STAT6 nur 
in bestimmten Zellen durch Typ I IFN aktiviert [Cho et al. 1996; Fasler-Kann et al. 1998; 
Meinke et al., 1996; Rogge et al., 1998]. Dabei ist von Bedeutung, daß die SH2-Domäne der 
einzelnen STAT-Proteine sowohl für die spezifische Bindung an bestimmten Phosphotyrosin-
resten innerhalb der Rezeptorkette, als auch für die Homo- oder Heterodimerisierung der 
STAT verantwortlich ist [Heim et al., 1995]. Zudem binden STAT2 und 3 nur an den phos-
phorylierten IFNAR-1, während STAT1 und 2 auch an nicht aktivierten IFNAR-2 binden [Li 
et al., 1997; Nadeau et al, 1999]. Weiterhin kann STAT1 erst nach Bindung von STAT2 
aktiviert werden [Li et al., 1997]. 
Nach Aktivierung der STAT-Proteine durch Stimulation des IFNAR mit IFN-α/β können 
diese Homo – und Heterodimere bilden. Hauptsächlich kommt es zur Bildung von „Interferon 
Stimulated Gene Factor 3“ (ISGF3), ein Komplex aus STAT1, STAT2 und 2 „Interferon 
Regulatory Factor“ (IRF)-9-Molekülen [Kessler et al. 1990]. Auch STAT1-Homodimere,  
STAT1-3-Heterodimere, und weitere Homo/Heterodimere können in geringen Mengen gebil-
det werden und translokalisieren in den Zellkern. Als Transkriptionsfaktor bindet ISGF3 unter 
anderem an „Interferon Stimulated Response Element (ISRE) [Levy et al., 1988] und 
STAT1-Homodimere an „Gamma Activated Sequence“ (GAS) [Lew et al. 1989] innerhalb 
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1.2.2.2 IFN-γ Rezeptor (IFNGR) 
 
Der Rezeptor für IFN-γ besteht ebenfalls aus 2 Ketten IFNGR-1 und IFNGR-2, welche auf 
unterschiedlichen Chromosomen liegen. IFNGR-1 wird konstitutiv exprimiert, dagegen kann 
die Expression von IFNGR-2 durch IFN-γ in bestimmten CD4+T Helfer Zell-Subtypen unter-
drückt werden [ Bach et al., 1997]. IFNGR-1 bindet an IFN-γ und trägt in seiner cytoplasma-
tischen Region eine Bindungsstelle für Jak1 und am C-Terminus eine Bindungsdomäne für 
STAT1. IFNGR-2 bindet nicht an IFN-γ, besitzt aber in seiner intrazellulären Region eine 
Bindungsstelle für Jak2 und ist daher auch für eine Signaltransduktion essentiell. Von den 
beiden Untereinheiten des IFNGR wird angenommen, daß sie erst nach Bindung von IFN-γ 
assoziieren, wobei ein Komplex aus 2 IFNGR-1 und 2 IFNGR-2 gebildet wird [Kotenko et 
al., 1995]. Die Jak2-Kinasen der beiden IFNGR-2 aktivieren sich gegenseitig und phospho-
rylieren dann Jak1 [Briscoe et al., 1996]. Die aktivierten Jak1-Kinasen phosphorylieren 
IFNGR-1, welche anschließend 2 STAT1-Moleküle binden. STAT1 wird phosphoryliert, 
bildet ein Homodimer, dissoziiert vom Rezeptor und translokalisiert anschließend in den Zell-
kern. Dort bindet es an GAS innerhalb der Promotorregion von IFN-γ induzierbaren Genen 
[Decker et al., 1997]. Neben STAT1-Homodimeren wird auch in kleineren Mengen ISGF3 
gebildet [Matsumoto et al., 1999] und aktiviert nach Translokalisation in den Zellkern Gene 
mit ISRE. Dies erklärt teilweise die überlappenden Expressionsprofile von IFN-α/β und IFN-
γ, da beide Rezeptoren in der Lage sind, beide Komplexe, wenn auch in deutlich unterschied-
lichen Mengen, zu bilden. Eine weitere Erklärung der überlappenden Expressionsprofile liegt 
darin, daß Aktivierung über IFN-γ nur in Anwesenheit von geringen Mengen an konstitutiv 
gebildeten IFN-α/β erfolgen kann [Takaoka et al., 2000].     
 
 
1.2.2.2 IFN-λ Rezeptor (IFNLR) 
 
Der Rezeptor für IFN-λ besteht ebenfalls aus 2 Ketten, IFNLR-1 und IL-10R2 (Kotenko et al, 
2003; Sheppard et al., 2003). IFNLR-1 ist spezifisch für die λ-Familie, während IL-10R2 
auch an der Signaltransduktion von IL-10 oder IL-22  beteiligt ist [Kotenko et al., 2002]. 
IFNLR-1 bindet spezifisch an IFN-λ und besitzt eine längere intracytoplasmatische Domäne, 
welche eventuell Jak1 binden könnte. Dagegen bindet die kürzere IL-10R2 Tyk2. Nach Bin-
dung des Liganden kommt es zur Assoziation beider Rezeptoruntereinheiten, und ähnlich dem 
IFNAR zur Aktivierung des JAK-STAT-Signaltransduktionsweges durch Phosphorylierung 
von STAT2 und 1 und der Bildung von ISGF3. 
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1.2.3 Induktion von Interferon 
 
1.2.3.1 Induktion von Typ I IFN 
 
Im folgenden wird nur auf die Induktion von IFN-α/β eingegangen, da dieses System am 
besten charakterisiert ist. 
IFN-α/β werden in geringen Mengen von Zellen, insbesondere von Makrophagen konstitutiv 
produziert [Haller et al., 1979; Moore et al., 1984]. Durch Bakterien, Virus und synthetischen 
Produkten wie dsRNA werden Zellen zur vermehrten IFN-α/β-Produktion angeregt. Die 
geringe Expression an IFN-α/β versetzt die Zelle in einen „ready to go“-Status, der es der 
Zelle ermöglicht schnell und effizient auf Bakterien- und Virus-Infektion zu reagieren [Hata 
et al., 2001]. Die konstitutive Expression von IFN-β kann in Makrophagen durch IL-4 
gehemmt werden [Nickolaus et al., 1994]. 
Der IFN-β-Promotor besteht aus 4 überlappenden DNA-Sequenzen, welche als „Positive 
Regulatory Domains“ (PRD I- IV) bezeichnet werden. Sie binden einen Multiprotein-
Komplex, das sogenannte „Enhanceasome“ [Thanos, 1996], welches aus „High Motility 
Group Protein“ HMG-I/Y als stabilisierendem Gerüstprotein [Kim et al., 1997], ATF-2 
Homodimeren oder ATF-2/c-Jun Heterodimeren [Du et al., 1993], „Nuclear Factor κB“ (NF-
κB) p50/p65 und einem weiteren Transkriptionsfaktor der IRF -Familie aufgebaut ist. ATF-2 
Homodimere oder ATF-2/c-Jun Heterodimere binden an PRD IV, NF-κB  p50/p65 an PRD II 
und Transkriptionsfaktoren der IRF-Familie an PRD I und III. Dabei können IRF-1 
[Watanabe et al., 1991, Matsuyama et al., 1993], IRF-3 [Sato et al., 1998; Schafer et al., 
1998], IRF-3 und -7 [Wathelet et al., 1998] und IRF-2 an PRD I und II binden.  
Im Falle einer Virusinfektion kommt es zur Aktivierung von konstitutiv gebildeten IRF-3, 
welches dann vom Cytoplasma in den Zellkern translokalisiert, an die PRD I und III des IFN-
β Promotors bindet und die Expression von IFN-β stimuliert. Sezerniertes IFN-β stimuliert in 
einem weiteren Schritt IFNAR und führt zur Induktion des ISGF3 abhängigen IRF7. IRF7 
bindet sowohl an den IFN-β als auch an den IFN-α Promotor, der einen ähnlichen Aufbau wie 
IFN-β zeigt, jedoch kein PRD II besitzt, und verstärkt in einem positiven „feedback“- 
Mechanismus die Expression von IFN-β und IFN-α [Sato et al., 2000]. 
Doppelsträngige RNA (dsRNA), welche vor allem während der Virusreplikation nach Virus-
infektion gebildet wird, führt in mehreren Schritten über die „dsRNA-dependent Protein 
Kinase R“ (PKR) zur Aktivierung von NF-κB [Chu et al., 1999]. NF-κB kann anschließend in 
den Zellkern translokalisieren und an PRDII des IFN-β-Promotors binden und die Bildung 
von IFN-β induzieren. Ebenfalls kann dsRNA auch an Toll-Like Receptor (TLR) 3 binden 
und IFN-α/β induzieren [Alexopoulou et al., 2001]. Zusätzlich können PKR und TLR-3 von 
IFN-α/β induziert werden und durch diesen positiven „feedback“-Mechanismus die Reaktivi-
tät der Zelle auf dsRNA verstärken.  
Ein weiterer Toll Like Receptor, TLR-4 bindet spezifisch LPS, einen Bestandteil von Bak-
terien und führt nach Aktivierung ebenfalls zur Induktion von IFN-β. Wahrscheinlich sind 
daran NF-κB und IRF-3 beteiligt [Toshchakov et al., 2002].  
 
  
1.2.3.2 Induktion von Typ II IFN 
 
Die IFN-γ Expression wird über die differentielle Methylierung seines Promotors reguliert 
und führt wahrscheinlich zur selektiven Expression von IFN-γ in T- und NK-Zellen. Im nicht 
methylierten Zustand können Transkriptionsfaktoren an den Promotor binden, jedoch bleibt 
der Promotor inaktiv. Erst nach Stimulation der Zellen mit Interleukinen (IL-2, IL-7, IL-12, 
IL-18), Antigen oder Mitogen kommt es zur Aktivierung von mehreren Transkriptions-
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faktoren, wie zum Beispiel AP-1 und NF-κB, welche mit Proteinen des Promotorbereichs 
interagieren. Dadurch kommt es zur Veränderung der DNA-Struktur, welche letzendlich zur 
Bindung des RNA Polymerase Komplexes an den Promotor und zur Transkription des IFN-γ 





1.3.1 Wachstum und Differenzierung 
 
Wachstum und Differenzierung der Makrophagen wird im Knochenmark aus einer myeloiden 
Vorläuferzelle vor allem von den Wachstumsfaktoren, M-CSF und GM-CSF gesteuert. Sie 
gelangen vom Knochenmark in den Blutkreislauf und wandern als Monozyten durch den 
gesamten Körper. Makrophagen befinden sich daher in allen Regionen des Körpers, zum Bei-
spiel unterhalb der Basalmembran aller Epithelien und Endothelien (Langerhans-Zellen), in 
der Leber (Kupfferzellen), im Gehirn (Microglia) und in der Lunge (Alveolar-Macrophagen). 
Die Signale zu ihrer Entwicklung erhalten sie von Oberflächenproteinen und sekretorischen 
Proteinen benachbarter Zellen sowie extrazellulärer Matrix [Gordon, 2002]. Es konnte gezeigt 
werden, daß gewebsspezifische Makrophagen sehr langlebig sind und eventuell auch inner-
halb der Gewebe proliferieren [Kennedy et al., 1997]. 
 
 
1.3.2 Aktivierte Makrophagen 
 
Aufgrund ihrer Lokalisation an möglichen Eintrittsstellen von Pathogenen, besonders an 
Schleimhäuten, bilden Makrophagen eine erste Barriere des angeborenen Immunsystems, 
welche nach Aktivierung durch Infiltration von weiteren Monozyten und Vorläufern aus dem 
Knochenmark, unterstützt werden [Gordon, 2002]. 
Früher wurden Makrophagen einfach als Zellen definiert, die inflammatorische Mediatoren 
freisetzten können und intrazelluläre Pathogene abtöten. Inzwischen mußte erkannt werden, 
daß aktivierte Makrophagen eine sehr heterogene Gruppe mit ganz unterschiedlichen Funk-
tionen darstellen und heute in 3 Gruppen eingeteilt werden können [Mosser, 2002]. 
 
a.) Klassisch aktivierte Makrophagen: 
Nach Stimulation von Makrophagen mit IFN-γ in Gegenwart von Mikroorganismen oder 
deren Produkten, wie zum Beispiel LPS, entwickeln sich klassisch aktivierte Makrophagen 
[Mosser, 2002].  
Ihre Funktion liegt vor allem in der Beseitigung von Pathogenen, die eine inflammatorische 
Reaktion hervorrufen. Sie zeichnen sich daher durch eine verstärkte Migration und Pinozytose 
aus, exprimieren jedoch weniger Mannoserezeptoren und Fc Rezeptor für IgG (FcγRII) 
[Ezekowitz et al., 1984]. Aufgrund vermehrter Bildung von reaktiven Sauerstoff- und NO-
Spezies werden intrazelluläre Mikroorganismen abgetötet und abgebaut. Weiterhin können 
durch Entzug essentieller Nährstoffe, wie Eisen [Gruenheid et al., 2000] und Tryptophan 
[Carlin et al., 1989], im Phagosom aufgenommene Mikroorganismen ausgehungert werden. 
Im Zuge der Interaktion mit antigenspezifischen T-Zellen führt vermehrte IL-12 Sekretion 
von klassisch aktivierten Makrophagen zur Differenzierung von T-Zellen in Th1-Zellen, die 
wiederum zur verstärkten IFN-γ-Produktion angeregt werden, welches in Makrophagen die 
IL-12 Produktion stimuliert. Durch diesen positiven „feedback“-Mechanismus wird eine 
stabile zellvermittelte Th1-Immunreaktion etabliert 
b.) Alternativ aktivierte Makrophagen:  
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Anfang der 90iger Jahre konnte anhand von Untersuchungen am Mannoserezeptor festgestellt 
werden, daß durch IL-4 die Expression des Rezeptors induziert wird [Stein et al., 1992]. 
Weitere Untersuchungen ergaben, daß diese Makrophagen andere biologische Funktionen 
besitzen als klassisch aktivierte Makrophagen. Sie produzieren keine reaktiven NO-Spezies 
[Rutschmann et al., 2001] und inhibieren T-Zell-Proliferation [Schebesch et al., 1997] Gegen-
über der geringen Beteiligung an einer inflammatorischen Reaktion und adaptiven Immun-
antwort, tritt ihre Bedeutung bei der Wund-Heilung in den Vordergrund. Sie produzieren hohe 
Mengen an Fibronektin und Matrix-assoziierten Proteinen [Gratchev et al., 2001] und unter-
stützen die Fibroblasten-Proliferation und -Differenzierung [Song et al., 2000].  
 
c.) Typ II-aktivierte Makrophagen: 
Typ II-aktivierte Makrophagen benötigen gleich den klassisch aktivierten Makrophagen 2 
Signale. Das erste Signal erfolgt durch Bindung von IgG an Fcγ-Rezeptor, das 2. Signal durch 
Stimulation der TLR-Familie, CD40 oder CD44 [Mosser et al., 2002]. 
Im Gegensatz zu den klassisch aktivierten Makrophagen exprimieren sie viel IL-10 dafür aber 
nur wenig IL-12. Durch Experimente an Mäusen konnte gezeigt werden, daß die hohe IL-10 
Produktion eine antiinflammatorische Wirkung besitzt [Gerber, 2001]. 
Im Zuge einer adaptiven Immunantwort regen Typ II-aktivierte Makrophagen durch IL-10 T-
Zellen zur Sekretion von IL-4 an, welches in B-Zellen zur Bildung von IgG1 führt [Anderson 
et al., 2002]. 
 
 
1.4 Zielsetzung der Arbeit 
 
Im Rahmen dieser Arbeit galt es die physiologische Bedeutung des 1999 beschriebenen 
„Interferon-Induced Ig-Binding Protein“ (IIBP) [Nickolaus et al., 1999] in Maus-
Makrophagen genauer zu charakterisieren. Die extrazellulären Domänen von IIBP zeigen eine 
hohe Homologie zu Proteinen der SIRP-Familie, die in 2 Klassen unterteilt werden. SIRPα 
gehört zu den inhibitorischen, SIRPβ zu den aktivierenden Rezeptoren. Von besonderem In-
teresse ist, ob IIBP oder verwandte Proteine in Maus-Makrophagen mögliche Antagonisten 
des bisher bekannten SIRPa1 sind, die nach Stimulation der Zelle durch Interferon vermehrt 
gebildet werden. Mit Hilfe von monoklonalen Antikörpern sollte die endogene Expression 
von IIBP und verwandte Proteine untersucht werden. Des weiteren galt es, mögliche Signal-
transduktionswege, anhand von transient und stabil transfizierten Zellen zu charakterisieren. 
CD47, ein Ligand von SIRPα sollte ebenfalls als möglicher Ligand für IIBP in Betracht ge-
zogen werden.  
Makrophagen sind zentrale Bestandteile des Immun- und Abwehrsystems und ihre Homö-
ostase unterliegt einer strengen Regulation. IIBP und verwandte Proteine könnten Antago-
nisten zu  SIRPα sein und einen weiteren Mechanismus darstellen, über den Interferone 
immunregulatorisch wirken. 
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2. Material 
 





Balb/c, IFN-β -/- 
C57BL/6 





TAM1-F’ Active Motif  












Ba/F3:  prä-B-Zellen (mit IL-3 transformiert) 
Phoenix: transformierte 293T  





Makrophagen koloniestimulierender Faktor (M-CSF) wurde in Form von L929-Zell-kondi-
tioniertem Medium (LZÜ) bis zu einer Endkonzentration von 500 koloniebildenden Einhei-
ten/ml (CFU/ml) zugesetzt. 
 
 
2.1.6 Maus-Interferon  
 
IFN-α4: Überstand einer mit IFN-α4 cDNA stabil transformierten CHO-Zellinie 
IFN-γ:  Überstand einer mit IFN-γ cDNA stabil transformierten BHK-Zellinie  
IFN-β:  Überstand einer mit IFN-β cDNA stabil transformierten 3T3-Zellinie 
IL-4:  Überstand einer mit IL-4 cDNA stabil transformierten 3T3-Zellinie 
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2.1.7 Antibiotika 
 
Ampicillin   Sigma-Aldrich 






pEGFPN1   Clontech 
pCR-2.1   Invitrogen 
pMX-PIE   erhalten von Dr. T. Kitamura (University of Tokyo, Japan) 
pMX-Puro   erhalten von Dr. T. Kitamura 
pIZT-V5   Invitrogen 
pCMV-β-Gal    
pGL3-Basic   Promega 
pGL3-Promoter  Promega 
SHPS1-L   erhalten von Dr. A. Veillette (McGill University Montréal,  















agc aga gga ttc cct tat cta gc RS18f Klonierung von Promotorregion SIRPβ2 
cat cta gga tct tag gtg ttt ggg RS 4f Klonierung von Promotorregion SIRPβ2 
aag aac cct gtc ggg acc ag  RS 5r Klonierung von Promotorregion SIRPβ2 
cag aaa gag aaa agc agg gtc aaa 
aga aag aga aaa gaa ttc aat gtt ac 
ISRE f Oligonukleotid mit 2xISRE 
tcg agt aac att gaa ttc ttt tct ctt tct 
ttt gac cct gct ttt ctc ttt ctg agc t 
ISRE r Oligonukleotid mit 2xISRE 
ccg ctg gaa aag agt tga ag E1nf 3’RACE SIRPβ2 (2. Exon) 
cag gtg acc tgg tta gag aat gg RS 29f 3’RACE SIRPβ1 (4. Exon) 





agt gcc acc tcc aga ctg aat ctc aa RS2r 5’RACE SIRPβ1 und -2 (2. Exon) 
tct ggg aca gca ata cat atg c RS 35r 5’RACE SIRPβ1 und -2 (6. Exon) 
aag cag tgg tat caa cgc aga gt  NUP nested universal Primer A  
5’RACE (Clontech) 
ggt ccc aac agg gtt ctt aa Klon6 sense SIRPβ1 und -2 (1. Exon)  
ctc atg aga act gat tct ggt cc  F 124f SIRPβ1 und -2 (1. Exon) 
taa cac caa cca tgc ttc tcc  E0f SIRPβ1 und -2 (1. Exon)  
tga cct tta cat gca gat ccc  IIBPcod f SIRPβ1 und -2 (3. Exon) 
cct ggc atg tca cta cca tg IIBPcod r SIRPβ1 und -2 (4. Exon) 
gag acg tgt gag aag ttg g IIBPvcod r SIRPβ1 und -2 (4. Exon) 
ttg gat cca agg agc aca gct a RS32r SIRPβ1 und -2 (5. Exon) 
 









atc tat ttc cat gct atg ctc RS 64r SIRPβ1 (5. Exon) 
cca gtg cat atc tgg cca c RS72f Klonierung DAP12 über RT-PCR 
agt cct gat ctc aga gag ggc RS73r Klonierung DAP12 über RT-PCR 
gga cta gtg cat atc tgg cc RS113f Klonierung von pGFP-DAP12-V5 
ccg gaa ttc cat ctg taa tat tgc RS80r Klonierung von pGFP-DAP12-V5 
atc cct tca ggt ccc agc RS114f Klonierung DAP10 über RT-PCR 
aga agg tgc cgt ggt cag RS115r Klonierung DAP10 über RT-PCR 
gga cta gtc cac cat gga cc RS120f Klonierung von pGFP-DAP10-V5 
cgg aa ttc cgg cct ctg cc RS121r Klonierung von pGFP-DAP10-V5 
ccg ctc gag ctg att ctg gtc cc RS40f Klonierung von pGFP-SigPep-HA 
aga gaa g tt agc gta atc tgg aac 
atc gta tgg gta cag ctc tct cac agc 
RS61r Klonierung von pGFP-SigPep-HA 
ctc taa gct taa agt gat cca acc RS50f Klonierung von pHA-SIRPβ1 
gcg aat tct cag gca ttt tgc ttc tta 
cgc 
RS51r Klonierung von pHA-SIRPβ1 
ctct aag ctt aag gtg act cag cc RS52f Klonierung von pHA-SIRPβ2 
gcg aat tct tag gca ttt tgc atc RS54r Klonierung von pHA-SIRPβ2 
gga cta gtg cca cca tgg ttc tcc tag 
atg cc 
RS 90f Klonierung von pGFP-SigPep-HA1 und 
pMX-P-HA-SIRPβ1(2)-V5 
ccg gaa ttc agc gta atc tgg RS111r Klonierung von pGFP-SigPep-HA1 
ccg gaa ttc aag gtg act cag cc RS108f Klonierung von pHA-SIRPα1-L-V5 
tcc ccg cgg ctt cct ctg g RS112r Klonierung von pHA-SIRPα1-L-V5 
ggc att ttg ctt ctt acg ca  
 
RS 33r SIRPβ1 kodierende Region, ohne Stop-
Kodon  
ggc att ttg cat ctt gtg tat g RS 105r SIRPβ2 kodierende Region, ohne Stop-
Kodon 
gac aat aca aac taa gat tta gtc ag OpiE2 r  Bindet in MCS von pIZT-V5  
 
 










gta aaa cga cgg cca g  M13 Forward (-20) für pCR2.1-TOPO (Invitrogen) 
cag gaa aca gct atg ac  M13 Reverse für pCR2.1-TOPO (Invitrogen) 
taa tac gac tca cta tag gg  T7 für pCR2.1-TOPO (Invitrogen) 
ctt cct ctg gac ctg gac act ag  RS 37r SHPS1-S/L kodierende Region 
ggt ggt aca gag gag tag ggc  RS 55f SHPS1-S/L 
gcg tat gtg atg tcg ttg atg  RS 56r SHPS1-S/L 
cca gcg gct cct tta agt ccc agc agc a GSP 46r SIRPβ1 und -2 (1. Exon) 
acc tgg act gtg ctg gaa act  RS 6r SIRPβ1 und -2 (3. Exon) 
gcc agc agt agt ttg gat cc  RS65r SIRPβ2 (5. Exon) 
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2.1.9.3 Primer für die reverse Transkription 
 
Oligo d(T)15-Primer       Promega 
 
5’-Race CDS Primer       Clontech 
Oligo d(T)25N-1N (N = A,C,G oder T; N-1 = A,G oder C)   
 
GeneRacer Oligo dT Primer      Invitrogen 
gct gtcaac gat acg cta cgt aac ggc atg aca gtg (t)18    
 
 
2.1.10 DNA Größenmarker 
 
Gene RulerTM DNA Ladder Mix #SM0333    Fermentas  
 
 
2.1.11 Protein Größenmarker 
 





- dATP, dGTP, dCTP, dTTP (je 100mM)    Fermentas 





2.1.12.1 Antikörper für den Zusatz zu Zellkulturen 
 
- Monoklonale Antikörper gegen Maus-IFN-α 
- Monoklonale Antikörper gegen Maus-IFN-β 
 
Überstand der Hybridoma-Zellinien 4EA1 (anti-IFN-α) und 7FD3 (anti-IFN-β) 
Beide Antikörper wurden in einer Konzentration von 100 neutralisierenden Einheiten/ml in 
die Zellkulturexperimente eingesetzt. 
 
 




- monoclonal Anti-HA Clone HA-7 (mouse IgG1 isotype) 4,9mg/ml Sigma 
- monoclonal Anti-HA Clone HA-7 (mouse IgG1 isotype)   Sigma 
  FITC conjugate 0,9mg/ml   
- Anti-V5 Antikörper (mouse IgG2a) 0,9mg/ml    Invitrogen
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- Anti-HA high affinity (Klon 3F10) 0,1mg/ml    Roche 
- monoclonal anti-phophotyrosine Clone PT-66 (mouse IgG1)  Sigma  
  Biotin conjugate   
- F4/80:    Überstand einer Hybridom-Zellinie, der spezifisch an Makrophagen bindet 




- POX labeled anti-mouse IgG (H+L) polyclonal (horse antiserum) Vector 
- POX labeled anti-rat IgG (H+L) polyclonal (goat antiserum)  Dianova 
- Goat anti-Rat Ig specific polyclonal antibody PE conjugate 0,2mg/ml BD Biosciences 
- Goat anti-Mouse Ig specific polyclonal antibody     BD Biosciences 
   PE conjugate 0,2mg/ml   













RPMI 1640         Sigma 
Dulbecco’s Minimum Essential Medium     Sigma 
 
 
2.2.2 Verwendetes Wasser 
 
a.) VE-Wasser: 
Über Ionenaustauscher voll entsalztes Wasser (VE-Wasser) wird zur Herstellung verschie-
dener Puffer, LB-Medium, etc. verwendet.  
 
b.) RNase-freies Wasser: (Qiagen)  
Zur Aufarbeitung von RNA, für RT-Reaktionen und RNA-Gele  
 
c.) Aqua ad injectabilia: (Braun) 
Für PCR, Verdau von DNA und Ligation 
 
d.) Aqua bidest (ddH20): 
Über eine doppelte Destillationsanlage aufgereinigtes VE-Wasser  
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2.2.3 Zusätze, Puffer und Lösungen  
 
Fötales Kälberserum (FCS)   Linaris 
 
Phosphat-gepufferte Salzlösung  Linaris 
 
Trypsin-EDTA    Gibco 
 
Protease-Inhibitoren (Complete)  Roche 
 
Luria-Bertoni-Medium:   50g Trypton (Pepton aus Casein) 
  25g Hefeextrakt 
  25g NaCl 
    5g D-Glucose 
ad 5l ddH2O; pH 7-7,5 
  
Lösung in entsprechenden Aliquots (400ml und 800ml) in Glasflaschen abfüllen und auto-
klavieren 
 
Phenol-Chloroform:  50% Phenol (v/v), Phenol liquified washed in Tris buffer 
             (Biomol)   
50% Chloroform (v/v) 
 
TE-Puffer:   10mM Tris; pH 8,0 
      1mM EDTA 
 
5x Lämmli-Puffer: 300mM Tris; pH 8,0    4°C 
          5% Natriumdodecylsulfat (SDS) 
        25% Glycerol 
   100mM Dithiotreitol (DTT)   
 
Weitere spezielle Puffer und Lösungen sind bei den entsprechenden Methoden unter Material 
aufgeführt. Ebenso sind alle Puffer und Lösungen bei Raumtemperatur zu lagern, wenn keine 





Zellkulturflasche mit Schräghals und blauer  Falcon  




Zellkulturplatte mit Vertiefungen   Falcon 




Microtest Zellkulturplatte 96 Vertiefungen  Falcon 
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Flachboden und Deckel 
 
Microtest Zellkulturplatte 96 Vertiefungen  Greiner 
Rundboden und Deckel 
 








Gryo-Röhrchen     Greiner 
PP-Röhrchen, steril, 2ml mit Schraubverschluß 
 
„Bluecap“-Gefäß:     Greiner   
PP-Röhrchen, steril, 50ml 
PP-Röhrchen, steril, 15ml 
 
0,5ml Thermo Tube (PCR-Gefäß)   Thermo Life Sciences 
 
FACS-Röhrchen     Falcon 
5ml PS Rundbodenröhrchen 
 
Kunststoffküvetten Halb-Mikro   Greiner 
Nylonmembran Hybond N    Amersham 
Filme HyperfilmTM MP    Amersham 
Sephadex G100     Pharmacia 
Sterilfilter (0,2 und 0,45µm)    Millex 
Glaswolle      Serva 
Szintilationsflüssigkeit Unisolv 100    Zinsser 
Filterpapier (Blotting paper sheets)   Satorius 
PVDF-Membran (Immobilon P)   Millipore 
 
 
2.4 Laborausstattung und Geräte 
 
Waagen 
Analysenwaage     Mettler 




Heizwasserbad     Julabo 
Kühl-/Heizwasserbad     Julabo 
Heizwasserbad Modell SW-20C   Julabo 
 
Mikroskop Diavert     Leitz 
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Photometer 
Photometer netrospec II    LKB Biochrom 
Photometer für 96-Lochplatte   Thermo Life Sciences 
Labsystems Multiskan MS    
 
Zentrifugen: 
Minifuge T      Heraeus 
Minifuge GL      Heraeus 
Biofuge pico      Heraeus     
1-15 K       Sigma 
Zentrifuge Sorval RC 5C, mit   Du Pont 
Rotoren SA-600 und GS-3 
Speed-Vac-Concentrator    Bachhofer 
 
Elektrophorese-Netzgeräte 
Phero-stab. 500     Biotec-Fischer 




KGT 4046      Liebherr 
KTR 1800      Bosch 
KSC 3110      Bosch  
GST 3500      Bosch 
-70°C-Schrank UF-85-300S    Colora 
 
Thermocycler 
Thermocycler      Landgraf  
PTC-200      MJ Research 
 
Sonstige Geräte: 
pH-Meter761 Calimatic    Knick 
Rührer MR 3000     Heidolph 
Sterile Werkbank, Biogard    The Baker Comp. Inc. 
Doppel-Brutschrank     Labotec 
336S/N30094-430 
Mikrowelle      AEG 
Mini Monitor series 900    Mini Instruments LTD 
Vortex-Gerät Reaxtop    Heidolph 
Pipettierhilfe Pipetboy    Integra Biosciences 
Quarzküvetten     Hellma 
UV-Crosslinker 1800     Stratagene 
Eismaschine AF-30     Scotsman 
Vakuumpumpe     Pfeiffer  
Über-Kopf-Schüttler     Heidolph 
Polymax 1040      Heidolph 
Thermomixer compact    Eppendorf 
FACSort      Becton Dickinson 
Sequenzierapparat     ABI 310 
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3. Methoden 
 
3.1 Methoden der Zellkultur 
 




- Zellkulturmedium (37°C) 
 
Die eingefrorene Zellsuspension wird aus dem flüssigen Stickstoff genommen und bei 37°C 
schnell aufgetaut. Dann wird die Suspension in ein 50ml-Falcon-Gefäß mit 10ml Medium 
gegeben und für 5 Minuten bei 1800rpm zentrifugiert. Der Überstand (mit toxischem DMSO) 
wird entfernt und das Zellpellet in 4ml Medium resuspendiert und in eine 50ml-Zellkultur-
flasche gefüllt und bei 37°C und 5% CO2 kultiviert.
 
 




- FBS mit 10% Dimethylsulfoxid (DMSO)  
- Einfriergefäß mit Isopropanol (Strata-cooler) 
- nach Bedarf Trypsin (37°C)  
 
10-15 x 106 Zellen werden als Suspension (evtl. durch Behandlung mit Trypsin-EDTA und 
Aufnahme in 15ml Medium) in ein 50ml Falcon-Gefäß überführt, für 5 Minuten bei 1800rpm 
und Raumtemperatur zentrifugiert und der Überstand vorsichtig entfernt. Das Zellpellet wird 
in 2-3ml FBS (+ 10% DMSO) resuspendiert und je 1ml in Gryo-Röhrchen eingefüllt. Die 
Suspension wird in einem Strata-cooler langsam auf -70°C eingefroren und frühestens nach 
24 Stunden in flüssigen Stickstoff gelagert.      
 
 




- Makrophagen-Medium: 500ml RPMI 1640 
        5ml nichtessentielle Aminosäuren 
        5ml BME-Aminosäuren 
        5ml Penicillin/Streptomycin (Gibco) 
    160ml L-Zell-Überstand (D-MEM, 5% FBS, 2 Wochen für L- 
   Zellkutur verwendet) 
      60ml FBS 
 
3.1.3.1 Kultivierung von LMTK--Zellen (Maus-Fibroblasten-Zellen) 
 
LMTK--Zellen werden in D-MEM-Medium unter Zuatzt von 5% FBS bei 37°C und 5% CO2 
in einer 250ml-Zellkulturflasche kultiviert. Zweimal in der Woche werden die Zellen nach 
Abkippen des Mediums und Waschen mit PBS in 1ml Trypsin für 1-2 Minuten bei 37°C in-
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kubiert, durch leichtes Klopfen vom Flaschenboden abgelöst, in 10ml Medium gut 
resuspendiert und 1:10 oder 1:15 in einer neuen Flasche ausplattiert. 
 
 
3.1.3.2 Kultivierung von Ba/F3-Zellen (murine Prä-B-Zellinie) 
 
Ba/F3-Zellen wachsen in Suspension in RPMI 1640-Medium unter Zusatz von 10%FBS bei 
37°C und 5% CO2 in einer 250ml-Zellkulturflasche. Ein Zusatz des Wachstumsfaktor IL-3 ist 
nicht notwendig, da es sich um stabil transformierte Ba/F3 handelt, die IL-3 selbst produ-
zieren. Zweimal in der Woche werden die Zellen durch Abkippen der gesamten Zellsus-
pension und  Aufnahme der verbleibenden Zellen in 15ml Medium und Überführung in eine 
neue Flasche verdünnt.  
 
 
3.1.3.3 Kultivierung von Phoenix-Zellen (transformierte 293T-Zellen) 
 
Phoenix-Zellen werden in D-MEM-Medium unter Zuatzt von 10% FBS bei 37°C und 5% 
CO2 in einer 250ml-Zellkulturflasche kultiviert. Zweimal in der Woche werden die Zellen 
nach vorsichtigem Abkippen des Mediums (Zellen lösen sich leicht ab) mit 1ml Trypsin 
durch leichtes Klopfen vom Flaschenboden abgelöst, in 10ml Medium gut resuspendiert und 
1:10 oder 1:15 in einer neuen Flasche ausplattiert. 
 
 
3.1.3.4 Kultivierung von Ag8 (Ratten-Myelom-Zellinie) 
 
Ag8-Zellen wachsen in Suspension in RPMI 1640-Medium unter Zusatz von 10%FBS bei 
37°C und 5% CO2 in einer 250ml-Zellkulturflasche. Zweimal in der Woche werden die Zellen 
durch Abkippen der gesamten Zellsuspension und  Aufnahme der verbleibenden Zellen in 
15ml Medium und Überführung in eine neue Flasche verdünnt. 
 
 
3.1.3.5 Kultivierung von Hybridom-Zellinien (Hybrid aus Ag8 und Maus-Milzzellen) 
 
Hybridom-Zellen werden nach Selektion in HAT-Medium in RPMI 1640-Medium unter 
Zusatz von 10% FBS kultiviert. Wenn die Zellen dicht gewachsen sind, erkennbar an der 
gelben Verfärbung des Mediums, werden die Zellen resuspendiert und 1:10 bis 1:15 in einer 
entsprechenden Zellkulturflasche verdünnt. 
 
 
3.1.3.6 Kultivierung von primären Mausmakrophagen 
 
Die Zellen werden aus dem Knochenmark von Mäusen entsprechend dem Protokoll präpariert 
und auf 90mm-Schalen in Makrophagen-Medium mit oder ohne gewünschte Zusätze für 8 
Tage kultiviert. Dabei werden die Zellen alle 3-4 Tage gefüttert. 
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3.1.4 Präparation von Knochenmarkzellen der Maus 
 
Gewinnung von Knochenmarkzellen der Maus, aus denen sich bei Kultur unter Zusatz von 




- sterile Schere und Pinzette 
- 10ml-Spritze 
- Kanüle (Luer, Nr.16, 0,6 x 25mm) 
- Makrophagen-Medium (37°C) 
 
1. Präparation der Ober- und Unterschenkel 
Die Maus wird durch Genickbruch getötet und zur Desinfektion in ein Becherglas mit 70% 
Ethanol (v/v) gegeben. Anschließend werden unter der sterilen Werkbank Ober- und Unter-
schenkelknochen freipräpariert und in PBS aufbewahrt. 
 
2. Entnahme der Knochenmark-Zellen 
Die Knochen werden an den äußersten Enden mit einer sterilen Schere aufgeschnitten und das 
Knochenmark aus dem offen gelegten Röhrenknochen mehrmals mit PBS unter Verwendung 
einer 10ml-Spritze (mit Kanüle) in ein 50ml Falcon-Gefäß gespült. 
 
3. Anlegen der Zellen auf Gewebekulturschalen: 
Die Zellen werden bei Raumtemperatur für 5 Minuten bei 1800rpm zentrifugiert und das 
Pellet in 5ml Makrophagen-Medium resuspendiert. Die Zellen werden gezählt und anschlies-
send 3x 106 Zellen pro 90mm-Schale ausplattiert. Die Zellen werden anschließend bei 37°C 
und 5% CO2 inkubiert. 
 
4. Kultivierung der Makrophagen 
Nach 3 und 6 Tagen wird das Medium komplett entfernt und anschließend neues Makro-






3.2.1 RNA-Extraktion aus Makrophagen (nach Biomol) 
 
Primäre Knochenmark-Makrophagen aus der Maus werden bei 37°C, 5%CO2 auf 90mm–









- 70% Ethanol 
- RNase freies Wasser (Qiagen) 
 
1. Zelllyse: 
Zur RNA-Extraktion wird eine dicht bewachsene Gewebekulturschale mit PBS gewaschen. 
Anschließend wird 1,5ml von einem eiskalten Lysispuffer („Total RNA-Reagent“) auf die 
Makrophagen-Kultur gegeben und die abgelösten, zum Teil lysierten Zellen sofort mit einem 
Zellschaber von der Gewebekulturschale in ein 2mlEppendorf-Gefäß überführt, mit einem 
Ultra-Turrax homogenisiert und 5 Minuten auf Eis inkubiert. 
 
2. Isolierung der RNA: 
Danach wird zur Fällung der Proteine 300µl Chloroform zugegeben, kurz geschüttelt und 
weitere 5 Minuten auf Eis gestellt. Im Anschluß wird für 15 Minuten bei 4°C und 13.000rpm 
zentrifugiert. Hierbei werden nicht lösliche Zellbestandteile (Zellmembran, Organelle, Zell-
kern, gefällte Proteine) pelletiert. Die obere Phase (mind. 40-50% des Gesamtvolumens) mit 
der gelösten RNA abgenommen und in ein 1,5ml Eppendorf-Gefäß gegeben. 
 
3. Fällung und Waschen der RNA 
Die Lösung wird mit gleichem Volumen an Isopropanol (Fällungsreagenz für RNA) versetzt, 
kurz durchmischt, für 10 Minuten auf Eis gestellt und anschließend bei 13.000rpm und 4°C 
für 30 Minuten zentrifugiert. Das gewonnene RNA-Pellet wird einmal mit 70% Ethanol ge-
waschen, an der Luft getrocknet und zum Schluß in RNAse freiem Wasser aufgenommen. 
 
 
3.2.2 RNA Agarose-Gelelektrophorese 
 
Das Prinzip der  RNA-Auftrennung erfolgt entsprechend der DNA-Auftrennung über ein 
elektrisches Feld in einem Agarosegel. Allerdings muß die einzelsträngige RNA unter dena-
turierenden Bedingungen aufgetrennt werden, um die Ausbildung von Sekundärstrukturen zu 




- 10x FAE-Puffer: 400mM MOPS (3-(N-morpholino)-propansulfonsäure); pH 7,0 
   100mM Na-Acetat 
       10mM EDTA 
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- FA-Mix:   25mM MOPS  -20°C 
      6mM Na-Acetat 
    0,7mM EDTA 
      4,5% Glycerin (v/v) 
       62% Formamid (v/v) 
         8% Formaldehyd (v/v)                      
 0,04% Bromphenolblau (w/v) 
          90µg/ml Ethidiumbromid   
 
1. Gießen des Gels: 
Zur Auftrennung von RNA über Gelelektrophorese wird standardmäßig ein 1,2%iges 
Agarosegel verwendet. Die entsprechende Menge Agarose und FAE-Puffer (für 1 Minigel 
0,5g auf 50ml FAE-Puffer; für 1 Midigel 1,2g auf 120ml FAE-Puffer) wird in einem Erlen-
meyer-Kolben eingewogen und in der Mikrowelle gekocht, bis die Agarose vollständig gelöst 
ist. Die Menge an verdunstetem Wasser wird anschließend ergänzt, die heiße Lösung in einen 
Gelschlitten gegossen und der gewünschte Kamm eingesetzt. Nach Aushärtung des Gels wird 
der Kamm entfernt und der Gelschlitten in die Gelkammer eingesetzt, welche anschließend 
mit FAE-Puffer gefüllt wird. 
 
2. Elektrophorese: 
5-8µg RNA-Extrakt wird mit 5µl Ladepuffer (FA-Mix) versetzt, auf 20µl mit RNase freien 
Wasser aufgefüllt und für 10 Minuten bei 65°C denaturiert. Die Probe wird anschließend auf 
Eis abgekühlt und über die Geltaschen aufgetragen. Anschließend wird eine Spannung von 
80-100V angelegt (Katode auf der Seite der Geltaschen), so daß die negativ geladene RNA 
entlang des elektrischen Feldes von der Kathode zur Anode läuft und sich entsprechend ihrer 
Größe auftrennt. Zur Orientierung enthält der Laufpuffer Bromphenolblau. Wenn die Brom-
phenolblaubande das obere Drittel erreicht hat, wird die Spannung abgestellt und das Gel 
unter UV betrachtet und fotographiert. 
 
 




- Hydrolyse-Puffer: 0,05 M NaOH 
   0,01 M NaCl 
 
- 40x Phosphatpuffer: 300mM NaH2PO4; pH 6,5 
   700mM KH2PO4   
 




1. Alkalische Hydrolyse und Äquilibrierung des Agarosegels: 
Das RNA-Agarosegel wird nach dem Photographieren für 10 Minuten in alkalischem 
Hydrolyse-Puffer auf  einer Wippe in entsprechendem Gefäß bei Raumtemperatur inkubiert, 
um den Transfer zu erleichtern. Anschließend erfolgt die Äquilibrierung des Agarosegels in 
2x Phosphat-Puffer für zweimal 10 Minuten. 
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2. Transfer der RNA auf Nylonmembran: 
2 Gefäße, mit 2x Phosphatpuffer gefüllt, werden über einen umgedrehten Gelschlitten mit-
einander verbunden und 1 Filterpapier der entsprechenden Breite des Agarosegels darüber-
gelegt, daß es in den 2x Phosphatpuffer eintaucht. Auf diesen Filter werden 2 weitere Filter-
papiere (der Gelgröße entsprechend) aufgelegt. Dann wird das RNA-Agarosegel mit den Gel-
taschen nach unten auf die 2 Filterpapiere gelegt und eine Nylonmembran blasenfrei aufge-
legt. Anschließend wird ein Stapel von 30-40 Filterpapieren aufgelegt und der Stapel mit 
Bleiplatten beschwert. Der Transfer erfolgt über Nacht bei Raumtemperatur. Durch die 
Kapillarkraft wird der 2x Phosphat-Puffer von dem Filterpapierstapel aufgezogen, die RNA 
aus der Agarose herausgelößt und von der Nylonmembran gebunden. 
 
3. Bindung der RNA auf Nylonmembran: 
Nach 12 Stunden wird der Filterpapierstapel entfernt, die Geltaschen auf der Nylonmembran 
markiert und unter UV die 18s- und 28s-RNA eingezeichnet. Anschließend wird die RNA mit 
Hilfe eines UV-Crosslinker kovalent an die Nylonmembran gebunden. 
 
Anschließend kann die Nylonmembran bei -20°C gelagert werden. 
 
 




- 20x SSPE:  200mM NaH2PO4; pH 7,4 
   3,6 M NaCl 
  20mM EDTA 
      
- 50x Denhardts: 1% BSA (w/v) 
   1% Polyvinylpyrrolidon (w/v) 
   1% Ficoll 400 (w/v) 
   in 6x SSPE 
 
- Hybrimix:  10% Dextransulfat (w/v)   -20°C  
     1% Natriumdodecylsulfat (w/v) 
   5x SSPE 
   62,5µg/ml sonifizierte Heringssperma-DNA 
   50% Formamid (v/v) 
   in 1x Denhardts 
 
- 20x SSC:  300mM Na-Citrat; pH 7,0 
        3 M NaCl 
 
- Hybridisierungsdrehofen 
    
- Hybridisierungszylinder 
 
- radioaktive Probe (1,2 x 107 cpm) 
 
- transferierte RNA auf  Nylonmembran 
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1. Prähybridisierung: 
Die Nylonmembran wird mit der RNA-Seite nach innen in den Hybridisierungs-Zylinder 
gegeben und mit 10ml vorgewärmten Hybrimix bei 42°C im Drehofen zur Blockierung 
unspezifischer Bindungsstellen prähybridisiert. Die niedrige Temperatur kann gewählt 
werden, da 50% Formamid im Hybrimix zugesetzt sind. 
 
2. Hybridisierung mit radioaktiv markierter DNA: 
Das entsprechende Volumen an radioaktiv markierter DNA von 1,2 x 107cpm wird bei 95°C 
für 6 Minuten denaturiert. Anschließend wird der alte Hybrimix von der Prähybridisierung 
aus dem Zylinder abgegossen und durch 10ml frischen Hybrimix ersetzt. Dann wird die 
denaturierte Probe zugegeben und über Nacht im Drehofen die Nylonmembran bei 42°C 
hybridisiert. Dabei bindet die markierte DNA spezifisch an die entsprechend komplementäre 
mRNA auf der Nylonmembran. Hierbei ist von Bedeutung, daß DNA-RNA-Hybride stabiler 
als DNA-DNA-Komplexe sind. 
 
3. Waschen der Nylonmembran: 
Nach 16 Stunden wird die Hybridisierungs-Lösung entfernt und die Nylonmembran in 2x 
SSC, 0,1% (w/v) SDS bei Raumtemperatur im Schüttelwasserbad zweimal für 5 Minuten 
gewaschen. Anschließend wird für 10 Minuten unter langsamen Erwärmen auf 42°C mit 2x 
SSC, 0,1% (w/v) SDS gewaschen. Dann kann mit 0,2x SSC, 0,1% (w/v) SDS bei 42°C im 
Schüttelwasserbad gewaschen werden. Die Nylonmembran wird zwischen den einzelnen 
Waschschritten mit einem Handmonitor auf ihre Signalintensität überprüft. Ist nur noch wenig 
Hintergrundrauschen auf der Membran zu detektieren wird der Waschvorgang abgebrochen. 
 
 4. Entwicklung: 
Die Membran wird zwischen 2 Folien in eine Filmkassette gelegt und ein Film über Nacht 
aufgelegt. Die Exposition erfolgt bei -70°C, um die Streuung der Strahlung herabzusetzen. 
Nach Entwicklung des Films am nächsten Tag wird je nach Stärke des Signals ein weiterer 
Film für 3-7 Tage aufgelegt.   
 
 
3.2.5 DNase-Verdau von RNA-Extrakten 
 
Material: 
RQ1-DNase (Promega) 1U/µl 
RNase OUT (Invitrogen) 40U/µl  
 
Ein Gesamt-RNA-Extrakt enthält meist noch Spuren von genomischer DNA. Diese könnten 
bei der Isolierung einer bestimmten cDNA über RT-PCR  (reverse Transkription mit an-
schließender Polymerase-Kettenreaktion) die Amplifikation der cDNA stören, da Primer 
während der Polymerase-Kettenreaktion sowohl an genomische DNA und cDNA  binden. 
Deshalb wird der Gesamt-RNA-Extrakt vor der reversen Transkription mit DNase verdaut. 
 
1. DNase-Reaktion: 
15µg des Gesamt-RNA-Extraktes werden in einem 1,5ml Eppendorf-Gefäß in 25µl RNase 
freien Wasser mit 1µl RQ1-DNase (1Unit), 1µl RNase-Inhibitor (40Unit) und entsprechen-
dem Puffer für 30 Minuten bei 37°C inkubiert. 
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2. Abstoppen der Reaktion: 
Der DNase-Verdau wird für 10 Minuten bei 70°C inkubiert.   
 
 
3.2.6 Reverse Transkription 
 
RNA-Viren enthalten eine RNA-abhängige DNA-Polymerase (Reverse Transkriptase), die es 
dem Virus ermöglicht seine RNA in doppelsträngige DNA umzuschreiben. Hierbei wird in 
einem ersten Schritt die virale RNA in einen komplementären DNA-Strang transkribiert, so 
daß ein RNA-DNA-Hybrid-Doppelstrang entsteht. Anschließend wird die RNA von einer 
weiteren enzymatischen Untereinheit (RNase-H) verdaut und der verbleibende DNA-Einzel-
strang durch eine DNA-abhängige DNA-Polymerase (ebenfalls eine Untereinheit der reversen 
Transkriptase)zu einem DNA-Doppelstrang ergänzt. 
 
Material: 
- Deoxynukleotid-Triphosphate (vgl. PCR) 
- Oligo(dT)15 (Promega)
- RNaseOUT (Invitrogen) 
- SuperScript II RNase H- (Invitrogen) 
- 0,1M DTT (Invitrogen) 
 
1. Denaturierung der RNA: 
Bei der reversen Transkription von mRNA in cDNA gibt man in einem 1,5ml Eppendorf-
Gefäß zu 15ug Gesamt-RNA-Extrakt (evtl. zuvor mit RQ1-DNase behandelt) ein äquimolares 
Gemisch von freien Nukleotid-Triphosphaten (1,25mM) und einen Oligo(dT)15-Primer 
(25ng/µl). Dieser Ansatz wird für 5 Minuten bei 65°C denaturiert und auf Eis abgekühlt. 
 
2. Reverse Transkription: 
Anschließend gibt man zu dem abgekühlten Ansatz 2U/µl RNase-Inhibitor, 0,01M DTT, den 
entsprechenden Puffer und die reverse Transkriptase (0,05U/µl SuperScript II) zu und in-
kubiert die Reaktion für 90 Minuten bei 42°C. Hierbei lagern sich die Oligo(dt)15-Primer an 
die PolyA-Anhänge der mRNA an. Die reversen Transkriptase bindet den Komplex aus 
mRNA und Oligo(dT)15-Primer und synthetisiert unter Verwendung der mRNA als Matritze 
cDNA. Man erhält durch die lange Inkubationszeit einen Pool von cDNAs, die dem mRNA-
Anteil des Gesamt-RNA-Extraktes entspricht. 
 
3. Abstoppen der Reaktion: 








3.3.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 
Die PCR kann verwendet werden, um bestimmte DNA-Abschnitte aus genomischer DNA 




- Taq-DNA-Polymerase 5U/µl (SIGMA) 
- Deoxynukleotid-Triphosphate: äquimolare Mischung aus 100mM dATP, dCTP, dTTP 
  und dGTP (Fermentas) 
- Oligonukleotide als forward Primer und reverse Primer 
 
1. Reaktionsansatz: 
Auf Eis wird in einem dünnwandigen 0,5ml Eppendorf-Gefäß DNA (50ng Plasmid-DNA, 2µl 
cDNA-Gemisch einer reversen Transkription oder 2µl von isolierter genomischer DNA) mit 
0,45µl eines äquimolaren Gemischs Deoxynukleotid-Triphosphaten (25mM) und 5µl eines 
Mg-haltigen 5xPuffer gemischt. Zu diesem Ansatz werden je 325ng Oligonucleotide (18-
50bp lang) gegeben, deren Sequenz dem 5’Ende (forward primer) und dem komplementären 
3’Ende (reverse primer) des zu amplifizierenden DNA-Fragmentes entsprechen. Dann wird 
das Volumen auf 49,5µl mit Aqua ad injectabilia aufgefüllt und 0,5µl der Taq-Polymerase (2 
Unit) zugegeben. Der Ansatz wird gut durchmischt, mit 50µl Mineralöl überschichtet, wenn 
die PCR in einem Thermocycler ohne beheitzbaren Deckel durchgeführt wird und sofort in 
einen Thermocycler gegeben. 
 
2. PCR  
In einem Thermocycler wird dieser Ansatz zuerst auf 95°C erhitzt, so daß die doppelsträngige 
DNA denaturiert wird. In einem weiteren Schritt können sich bei einer Temperatur, die unter-
halb der Schmelztemperatur der beiden Primer liegt (Anlagerungstemperatur), sich diese an 
die entsprechenden komplementären Sequenzen der einzelsträngigen DNA anlagern. An-
schließend kann bei 72°C die Polymerase an die freien Hydroxylgruppen der gebundenen 
Oligonucleotide  binden und unter Einbau der im Überschuß vorliegenden Nukleotid-
Triphosphate, entsprechend dem vorliegenden DNA-Strang, DNA synthetisieren. Durch 
mehrfache Wiederholung der einzelnen Schritte (Denaturierung von DNA, Anlagerung der 
Oligonukleotide und Synthese von DNA) gelingt es das gewünschte DNA-Fragment zu ver-
vielfältigen (innerhalb von 25 Zyklen auf ungefähr die 106-fache Menge). Am Ende werden in 
einem Elongationsschritt die nicht vollständigen DNA-Fragmente komplettiert. 
  
Zur Amplifikation von DNA werden folgende Programme gewählt: 
 
DNA Amplifikation von Inserts 
aus Plasmid-DANN 
Amplifikation von cDNA aus 
RT-Ansatz 




95°C, 60 Sekunden 
45°C, 45 Sekunden 
72°C, 60 Sekunden 
95°C, 60 Sekunden 
55°C, 45 Sekunden 
72°C, 60 Sekunden 
Elongation 72°C, 10 Minuten 72°C, 10 Minuten 
Zyklenanzahl 25 25-35 
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- 50ng DNA-Fragment in ddH2O 
- BSA-Lösung (1mg/ml) 
- 5x Oligolabeling-Puffer:    1 Vol Lösung 1 
    2,5 Vol Lösung 2 
    1,5 Vol Lösung 3  
 
 Lösung 1:     1,3M Tris-HCl; pH 8,0 
       130mM MgCl2
      500µM dATP, dGTP, dTTP 
        200mM β-Mercaptoethanol 
  
 Lösung 2:  2 M HEPES; pH6,6 
 
 Lösung 3:  Hexanukleotide (90-110 OD260-Einheiten)    
               in TE-Puffer   
 
- Klenow-Polymerase 2U/µl (Fermentas) 
- α32P dCTP 10µCi/µl 
- 0,5 M EDTA, pH 8,0 
- Dextranblau-Lösung (40mg/ml) 





1. Denaturierung des DNA-Fragments: 
In einem 1,5ml Schraubdeckel-Gefäß werden 50ng DNA-Fragment auf 12µl ddH2O aufge-
füllt und für 8 Minuten bei 100°C denaturiert. Anschließend wird die Lösung auf Eis abge-
kühlt. 
 
2. Ansetzen der Polymerase-Reaktion: 
Zur DNA werden 1µg BSA, 5µl 5x Oligolabeling-Puffer, 4U Klenow-Polymerase und 5µl  
α32P dCTP zugegeben. Anschließend wird die Reaktion bei Raumtemperatur in einem Blei-
gefäß für 3-12 Stunden inkubiert. 
Während der Reaktion lagern sich die unterschiedlichen Hexanukleotide an entsprechend 
komplementäre Sequenzen der Einzelstrang-DNA an, so daß die Polymerase bindet und 
unterschiedlich lange DNA-Fragmente, abhängig von der Hexanukleotidbindungsstelle, syn-
thetisiert. Dabei werden die radioaktiv markierten freien dCTP eingebaut und es entstehen 
radioaktiv markierte DNA-Fragmente. Das Klenow-Fragment verfügt über keine 3’-5’-
Exonuklease, so daß die DNA und Hexanukleotide nicht abgebaut werden können. 




3. Abtrennung der markierten DNA-Fragmente: 
 
3.1 Säule zur Auftrennung des DNA-Nukleotid-Gemisches herstellen: 
Eine Pasteurpipette wird mit etwas Glaswolle verstopft und anschließend Sephadex G-100 
eingefüllt, so daß der obere Rand des Gelbetts ungefähr 1cm unterhalb des Pipettenrandes 
liegt. Die Säule wird einmal mit TE nachgewaschen. 
 
3.2 Abtrennung der DNA-Fragmente: 
Zum DNA-Nukleotid-Gemisch werden 10µl ddH2O und 5µl Dextranblau gegeben und 
komplett auf die Säule aufgetragen. Nach dem Prinzip der Größenausschlußchromatographie 
werden die freien Nukleotide langsamer die Säule durchlaufen, als die DNA-Fragmente. Als 
Marker dient Dextranblau, dessen blaue Front mit radioaktiv markierten DNA-Fragmenten 
aufgefangen wird. 
 
4. Bestimmung der Radioaktivität: 
2µl des gewonnenen Eluats werden in einem 1,5ml Eppendorf-Gefäß mit 1ml Unisolv-
Szintilationsflüssigkeit gemischt und in einem Beta counter vermessen. 
 
Berechnung der eingebauten Menge an α32P dCTP: 
 
Gemessene Counts[cpm/µl]/2 x Gesamt-Volumen[µl] 
        =  Einbau[%] 
   1,1x106[cpm] 
 
Hierbei sollte der Einbau zwischen 30 und 65% liegen. 
 
 




- alkalische Phosphatase aus Kälberdarm 1000U/ml (Fermentas) 
- Albuminfraktion aus Kälberserum (New England Biolabs) 
- T4-DNA-Polymerase 3000U/ml (New England Biolabs) 
- T4-DNA-Polynukleotid-Kinase 10000U/ml (New England Biolabs) 
- T4-DNA-Ligase 2000000U/ml (New England Biolabs) 
- ATP (10mM) 
- dNTPs (siehe PCR) 
 
Bei der Ligation von DNA-Fragmenten und Vektor-DNA werden 3 verschiedene Strategien 
verwendet: 
 
1. Klonierung von PCR-Fragmenten mit Hilfe des „TOPO-Cloning“-Verfahren zur 
Gewinnung von cDNA (vgl. „TOPO-Cloning“) 
 
2. Klonierung von DNA-Fragmenten mit Hilfe von Restriktionsschnittstellen 
 
2.1 Gewinnung des DNA-Fragmentes 
Die gewünschten Fragmente werden entweder mit PCR unter Verwendung von Primern mit 
entsprechenden Restriktionsschnittstellen an Ihren 5’Enden aus Plasmiden amplifiziert, oder 
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durch einen Verdau mit entsprechenden Restriktionsenzymen aus dem Plasmid geschnitten. 
Die PCR wird anschließend zur Abtrennung unerwünschter DNA, Primer-Dimere und Taq-
Polymerase über ein Agarosegel aufgreinigt und dann mit den entsprechenden Restriktions-
enzymen verdaut. 
Sowohl das verdaute PCR-Fragment, als auch das geschnittene Plasmid-Fragment werden 
über ein Agarosegel gereinigt  (Abtrennung der Restriktionsenzyme und unerwünschter 
DNA-Fragmente). 5µl des verdauten Fragmentes werden auf einem Agarosegel analysiert, um 
die Menge für die folgende Ligation abzuschätzen. 
 
2.2 Gewinnung der linearisierten Vektor-DNA  
5µg der Vektor-DNA werden für mindestens 3 Stunden mit den entsprechenden Restriktions-
enzymen verdaut. Unabhängig davon, ob bei dem Verdau kompatible Enden beim linearisier-
ten Vektor entstehen oder nicht, wird der gesamte Ansatz anschließend mit 2U Alkalischer 
Phosphatase bei 60°C für mindestens 1 Stunde behandelt. Der linearisierte Vektor wird über 
ein Agarosegel aufgereinigt (Abtrennung unverdauter Vektor-DNA und Restriktionsenzyme). 
5µl des linearisierten Vektors werden auf einem Agarosegel analysiert, um die Menge für die 
folgende Ligation abzuschätzen. 
 
2.3 Ligation 
Für die Ligation  werden in einem dünnwandigen PCR-Gefäß 1µl einer 1:5 Verdünnung der 
Vektorpräparation (entspricht ungefähr 20ng linearisierte Vektor-DNA), 5-10µl aufgereinig-
tes DNA-Fragment (ungefähr 100ng) und 2µl Ligationspuffer gemischt und auf 19µl mit 
ddH2O aufgefüllt. Anschließend gibt man 2.000U T4-DNA-Ligase dazu und inkubiert den 
Ansatz bei 4°C über Nacht in einem Thermocycler. Als Kontrolle für eine gute Vektorprä-
paration wird der gleiche Ansatz ohne DNA-Fragment pipettiert und ebenfalls bei 4°C im 
Thermocycler inkubiert. Am nächsten Tag kann der Ansatz für eine Transformation verwen-
det werden. 
 
3. Klonierung von DNA-Fragmenten über glatte Enden 
 
Viele Multiple Klonierungsseiten eines Vektors enthalten eine Restriktionsschnittstelle, die 
beim Verdau ein glattes Ende ohne Überhang am 3’- oder 5’-Ende ergibt (z.B. EcoRV, DraI, 
SmaI, usw.). Dies ermöglicht eine Klonierung von DNA-Fragmenten mit glatten Enden. 
 
3.1 Gewinnung des DNA-Fragmentes 
 
3.1.1 Synthese des Fragmentes 
Die gewünschten PCR-Fragmente werden über PCR aus einer RT-Reaktion oder aus einem 
Plasmid amplifiziert und über ein Agarosegel aufgereinigt. Über ein weiteres Agarosegel wird 
anschließend die Menge der isolierten DNA bestimmt. Da die Taq-Polymerase keine glatten 
Enden produziert, sondern in den meisten Fällen am 3’-Ende eine Adenin-Base mehr einbaut, 
müssen die Enden geglättet werden. 
 
3.1.2 Glätten der aufgereinigten PCR-Fragmente 
Hierzu werden 200ng aufgereinigtes PCR-Fragment, 1µg BSA, 3U T4-DNA-Polymerase, 
2,5mM an dNTPs und 2µl T4-DNA-Polymerase-Puffer in einem 1,5ml Eppendorf-Gefäß ge-
mischt, auf 25µl mit ddH2O aufgefüllt.und für 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Bei der niedri-
gen Konzentration an freien Nukleotiden überwiegt die 3’-5’-Exonukleaseaktivität der Poly-
merase und es kommt zum Abbau der DNA, bis die Enden geglättet sind. Anschließend wird 





3.1.3 Phosphorylierung der 5’-Enden 
Zur Phosphorylierung der Fragmente wird obiger Ansatz in Ethanol gefällt und das Pellet in 
39µl ddH2O wieder aufgenommen. Nach Zugabe von 1mM ATP und 5µl Puffer wird der An-
satz für 2 Minuten auf 65°C erhitzt und schnell auf Eis abgekühlt. Dann gibt man 10U T4-
DNA-Polynukleotidkinase zu und stellt die Reaktion für 30 Minuten auf 37°C. Zur Deakti-
vierung wird der Ansatz für Minuten auf 65°C erhitzt. Anschließend wird das Fragment zwei-
mal einer Phenol-Chloroform-Extraktion unterworfen in Ethanol umgefällt und in 16µl ddH20 
aufgenommen. 
 
3.2 Gewinnung der linearisierten Vektor-DNA  
Siehe unter 2.2. 
 
3.3 Ligation 
Siehe unter 2.3, allerdings werden hierbei 16µl des aufgereinigten Fragmentes verwendet. 
 
Anmerkung: Bei besonders kleinen Fragmenten (<150bp) wurde der linearisierte Vektor nicht 
dephosphoryliert, sondern das Fragment in hoher Konzentration bei der Ligation eingesetzt. 
Durch den molaren Überschuß wird die Selbstligation des Vektors unterbunden und es 
werden die kurzen Fragmente einkloniert.  
 
 
3.3.4 Klonierung unter Verwendung des „TOPO-Cloning“-Verfahren (Invitrogen) 
 
Die Topoisomerase I von Vaccinia Virus bindet an bestimmte Sequenzen in doppelsträngiger 
DNA und macht nach der Basenabfolge 5’-CCCTT einen Einzelstrangbruch, indem es die 
Phosphodiesterbrücke zerstört. Die dabei freiwerdende Energie wird zur Ausbildung einer ko-
valenten Bindung zwischen dem freien 3’Phosphatende der geschnittenen DNA und dem 
Tyrosin 274 der Topoisomerase verwendet. Die kovalente Bindung zwischen DNA und En-
zym kann durch die freie Hydroxyl-Gruppe am 5’Ende der geschnittenen DNA wieder rück-
gängig gemacht werden. 
 
Durch kovalente Bindung von 2 Topoisomerase I-Enzymen an einen linearisierten Vektor mit 
2 benachbarten CCCTT-Erkennungssequenzen  wird der Vektor aktiviert. Hierbei binden die 
Topoisomerasen an einen 3’-Thymidin Überhang. Eine Religation ist aufgrund des 3’-
Thymidin Überhangs und aufgrund der Besetzung beider 3’Enden mit der Topoisomerase 
erschwert. DNA-Fragmente mit einem 3’-Adenin Überhang, wie sie unter Verwendung der 
Taq-Polymerase bei der PCR gewonnen werden, können mit den freien Hydroxyl-Gruppen an 
ihren 5’Enden die Bindung zwischen Topoisomerase und Vektor angreifen und anstelle der 
Topoisomerasen die 3’Enden der Vektor-DNA binden. Es entsteht ein geschlossenes Plasmid 
mit einem PCR-Fragment als Insert. 
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Abb. 3: Schematische Darstellung des „TOPO-Cloning“-Verfahren 
Das PCR-Insert (blau unterlegt) greift mit seinen freien Hydroxyl-Gruppen die Phospho-
diester-Brückenbindung zwischen Vektor-DNA und der Topoisomerase an und verdrängt 
diese aus dem Vektor. 
 
Die Klonierung von DNA-Fragmenten aus PCR erfolgte hierbei nach dem Firmenprotokoll. 
 
 
3.3.5 Restriktionsverdau von DNA 
 
Restriktionsendonukleasen sind bakterienspezifische Enzyme, welche dafür sorgen, daß durch 
Transformation aufgenommene artfremde DNA durch Spaltung „innerer“ Phosphodiester-
Bindungen abgebaut wird. Hierbei greifen die Endonukleasen meist an symmetrischen Basen-
abfolgen von 4-6 Nukleotiden an. Jede Endonuklease erkennt dabei eine spezifische Sequenz. 
Durch Isolierung zahlreicher Endonukleasen aus verschiedenen Bakterienstämmen bekommt 




In einem 1,5ml Eppendorf-Gefäß wird die gewünschte Menge an DNA (1-5µg), 10×Puffer, 
Restriktionsendonukleasen und ddH2O gemischt und bei der erforderlichen Temperatur für 
mindestens 2h oder über Nacht inkubiert. 
 
Bei den einzelnen Mengen, Inkubationszeiten und Temperaturen richte man sich nach den 







- TBE-Puffer: 0,9M Tris 
  0,9M H3BO3 
  20mM EDTA; pH 8,0 
 
- DNA-Marker: GeneRulerTM DNA Ladder Mix #SM0333 (Fermentas) 
 
- Ethidiumbromid-Lösung: 10mg/ml (w/v) Ethidiumbromid in ddH2O 
 
- Ladepuffer: 6x Loading Dye (Fermentas) 
 
1. Gießen des Gels: 
Zur Auftrennung von DNA über Gelelektrophorese wird standardmäßig ein 1%iges Agarose-
gel verwendet. Die entsprechende Menge Agarose und TBE-Puffer (für 1 Minigel 0,5g auf 
50ml TBE-Puffer; für 1 Midigel 1,2g auf 120ml TBE-Puffer) wird in einem Erlenmeyer-
Kolben eingewogen und in der Mikrowelle gekocht, bis die Agarose vollständig gelöst ist. 
Die Menge an verdunstetem Wasser wird anschließend ergänzt, die heiße Lösung in einen 
Gelschlitten gegossen und der gewünschte Kamm eingesetzt. Nach Aushärtung des Gels wird 
der Kamm entfernt und der Gelschlitten in die Gelkammer eingesetzt, welche anschließend 
mit TBE-Puffer gefüllt wird. 
 
2. Elektrophorese: 
Die DNA-Probe (1µg Plasmid-DNA, 15-100µl PCR oder 15-60µl Restriktionsverdau) wird 
mit entsprechender Menge Ladepuffer versetzt und über die Geltaschen aufgetragen. Zur Be-
stimmung der DNA-Größe und gegebenenfalls der DNA-Menge werden 5-10µl eines 
Markers mit definierten Fragmentgrößen aufgetragen. Anschließend wird eine Spannung von 
130-150V angelegt (Kathode auf der Seite der Geltaschen), so daß die negativ geladene DNA 
entlang des elektrischen Feldes von der Kathode zur Anode läuft und sich entsprechend ihrer 
Größe auftrennt. Zur Orientierung enthält der Laufpuffer Bromphenolblau (läuft bei 300bp) 
und Xylencyanol (läuft bei 5.000bp). Wenn die Bromphenolblaubande das obere Drittel 
erreicht hat, wird die Spannung abgestellt und das Gel gefärbt. 
 
3. Färben des Gels: 
Das Gel wird für 1-2 Minuten in einer Ethidiumbromid-Lösung gefärbt und anschließend für 
mindestens 20 Minuten in Wasser gewaschen, so daß nur in die DNA eingelagertes Ethidium-
bromid zurückbleibt. Das Gel wird dann unter kurzwelligem UV-Licht betrachtet und photo-
graphiert.  
 
Anmerkung: Für präparative Gele wird zum Ausschneiden von DNA-Fragmenten lang-
welliges UV-Licht verwendet, da kurzwelliges UV-Licht die DNA zerstört.        
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3.3.7 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen 
 
Material: Jetsorb (Gel-Extraktion Kit) Genomed 
 
- Jetsorb Suspension (auf Silica-Basis) 
- Lösung A1: 6M Natriumperchlorat-Lösung  
- Lösung A2: Salz-Ethanol Puffer 
 
 
Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen werden mindestens 5µg verdaute 
Plasmid-DNA oder 100µl einer PCR auf einem präparativen Gel mit großen Taschen elektro-
phoretisch aufgetrennt. Nach Färbung des Gels wird das Gelstück mit dem gewünschten Frag-
ment unter langwelligem UV-Licht aus dem Agarosegel ausgeschnitten und in ein 1,5ml 
Eppendorf-Gefäß gegeben.  
 
Zur Extraktion der DNA wird nach dem Protokoll und mit den Reagenzien von Genomed 
gearbeitet. 
 
1. Bindung der DNA an Jetsorb Suspension 
Das Gelstück wird gewogen, die 3-fache Menge an chaotroper Salz-Lösung A1, 1/10 der 
Menge an Jetsorb Suspension zugegeben und für mindestens 15 Minuten bei 50°C geschüt-
telt. Dabei wird die Agarose vollständig aufgelöst und die DNA an die Suspension gebunden. 
Die Suspension mit gebundener DNA wird durch Zentrifugation für 30 Sekunden bei Raum-
temperatur pelletiert und der Überstand vollständig entfernt. 
 
2. Waschen der Jetsorb-Suspension 
Das Pellet wird in der 5-fachen Menge Lösung A1 resuspendiert, geschüttelt und die Suspen-
sion anschließend wieder in der Zentrifuge pelletiert. Der Überstand wird sorgfältig abgenom-
men und der Waschschritt nochmal mit Lösung A2 wiederholt. Anschließend wird das Pellet 
bei 50°C getrocknet. 
 
3. Elution der DNA 
Das Pellet wird in 25µl ddH2O resuspendiert und die DNA von der Suspension bei 50°C für 5 
Minuten unter Schütteln eluiert. Die Suspension wird für 30 Sekunden bei Raumtemperatur 
zentrifugiert und der Überstand mit gelöster DNA in ein 1,5ml Eppendorf-Gefäß gegeben. 
Der Elutionsschritt wird nochmal wiederholt. 
 
 
3.3.8 Minipräparation von Plasmid-DNA 
 
Zur Isolation von Plasmiden für eine Restriktionsanalyse, eine Retransformation oder zur 




- LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum 
 
- Glycerolstock der Bakterien oder Agarplatte mit Bakterien-Kolonien  
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- Minipräp-Lösung 1: 50mM Glucose  4°C 
   10mM EDTA 
   25mM Tris-HCl; pH 8 
   4mg/ml Lysozym (kurz vor Gebrauch zufügen) 
 
- Minipräp-Lösung 2: 200mM NaOH  4°C 
   1% Natriumdodecylsulfat 
 
- Minipräp-Lösung 3: 3M  Kaliumacetat; pH4,8 4°C 
 
 
1. Ansetzen der über-Nacht-Kultur: 
6ml LB-Medium werden in einem 20ml Reagenzglas (mit Kapsenberg-Kappe) mit 5µl Bak-
teriensuspension aus einem Glycerolstock oder mit einer Einzelkolonie einer Agarplatte ange-
impft und über Nacht bei 37°C geschüttelt.  
 
2. Lyse der Bakterien: 
2ml der über Nacht Kultur werden in einem 2mlEppendorf-Gefäß bei 3.000rpm für 5 Minuten 
pelletiert, der Überstand entfernt und das Pellet in 100µl kalter Minipräp-Lsg.1 (mit 4mg/ml 
Lysocym) durch Schütteln resuspendiert. Anschließend wird die Suspension zur Lyse für 5 
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Dann gibt man zu der Suspension 200µl Minipräp-Lsg. 2, schüttelt das Eppendorf-Gefäß 
leicht und inkubiert für weitere 5 Minuten auf Eis (bis die Lösung klar ist). Hierbei wird die 
gesamte DNA, Proteine und RNA denaturiert. 
Zur Neutralisation werden 150µl Minipräp-Lsg. 3 zugesetzt, wobei die kleine Plasmid-DNA 
wieder hybridisiert und in Lösung geht, während die bakterielle DNA als Einzelstrang ver-
bleibt und mit bakteriellen Proteinen und anderen Zellfragmenten mit dem Kaliumdodecyl-
sulfat ausfällt. 
  
3. Fällung und Extraktion von Proteinen: 
Anschließend wird für 5 Minuten bei 4°C und 13.000rpm zentrifugiert, der Überstand in ein 
neues 1,5ml Eppendorf-Gefäß überführt und mit 500µl Phenol-Chloroform durchmischt. 
Danach wird nochmal für 5 Minuten bei 4°C und 13.000rpm zentrifugiert und die obere Phase 
mit der gelösten Plasmid-DNA und bakterieller RNA in ein neues 1,5ml Eppendorf-Gefäß 
überführt. 
  
4. Gewinnung von Plasmid-DNA: 
Die Lösung wird mit 1ml kaltem Ethanol versetzt, kräftig geschüttelt und für 10 Minuten bei 
4°C und 13.000rpm zentrifugiert. Der Überstand wird sorgfältig entfernt und das DNA/RNA-
Pellet mit 50µl 70% Ethanol versetzt, geschüttelt und kurz zentrifugiert. Der Überstand wird 
restlos entfernt und das Pellet in der Speedvak für 2 Minuten getrocknet. Das Pellet wird zum 
Schluß in 30µl TE-Puffer mit 40µg/ml RNAse A aufgenommen und für 30 Minuten bei 37°C 
inkubiert. 
 
Anmerkung: Zur Sequenzierung wird die DNA nach dem RNA-Verdau zur Entfernung der 
RNA-Oligos und der RNAse A auf 100µl mit ddH2O aufgefüllt und mit gleichem Volumen 
Phenol-Chloroform versetzt. Danach wird wie unter 3. beschrieben verfahren.  
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3.3.9 Midipräparation von Plasmid-DNA 
 
Zur Herstellung größerer Mengen Plasmid-DNA (100-300µg) wird eine Präparation nach dem 




- LB-Medium (mit entsprechendem Antibiotikum) 
- Glycerolstock oder 5ml Minipräp-Kultur der Bakterien mit entsprechendem Plasmid 
 
- Plasmid Midi Kit (100) von Qiagen: 
 
- Puffer P1   50mM Tris-Cl; pH 8,0  2-8°C 
  (zur Resuspension)  10mM EDTA 
    100µg/ml RNase A  
 
 
- Puffer P2    200mM NaOH    
  (Lysispuffer)   1% SDS (w/v) 
 
- Puffer P3   3,0 M Kaliumacetat; pH 5,5  2-8°C 
  (Neutralisationspuffer) 
  
- Puffer QBT   750mM NaCl    
  (Äquilibrierungspuffer) 50mM MOPS; pH 7,0 
   50% Isopropanol (v/v) 
   0,15% Triton®X-100(v/v) 
 
- Puffer QC    1,0M NaCl     
  (Waschpuffer)  50mM MOPS; pH 7,0 
   15% Isopropanol (v/v) 
 
- Puffer QF   1,25M NaCl     
  (Elutionspuffer)  50mM Tris-Cl; pH 8,5 
   15% Isopropanol (v/v) 
 
- Qiagen-TIP 100 (Säule zur Isolierung der Plasmid-DNA)  
 
1. Animpfen der Bakterienkultur: 
Hierzu werden 5ml LB-Medium (mit entsprechender Menge an Antibiotikum zur Selektion) 
in einem 20ml-Reagenzglas mit Kapsenberg-Kappe mit 10µl Bakteriensuspension (aus Gly-
cerolstock) angeimpft und für 5 Stunden bei 37°C geschüttelt. 
Mit 5ml-Vorkultur werden dann 200ml LB-Medium in einem 1l-Erlenmeyerkolben angeimpft 
und über Nacht bei 37°C bei 150rpm geschüttelt. 
 
2. Alkalische Lyse der Bakterien: 
Die Bakteriensuspension wird am nächsten Morgen in ein 500ml-Schraubdeckelgefäß umge-
füllt und bei 4°C und 3.000rpm für 15 Minuten zentrifugiert. Danach wird der Überstand 
sorgfältig entfernt und das Pellet in 4ml kaltem Puffer P1 (mit RNase A) resuspendiert und in 
ein 15ml-Schraubdeckelgefäß überführt. Die alkalische Lyse erfolgt anschließend nach Zu-
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gabe von 4ml Puffer P2 für 5 Minuten bei Raumtemperatur. Hierbei solubilisiert Natrium-
dodecylsulfat die Zellmembranbestandteile, so daß die Zelle zerstört wird und die Natron-
lauge die Zellbestandteile (Plasmid-DNA, chromosomale DNA und Proteine) denaturieren 
kann. Hierbei werden vor allem Proteine und Plasmid-DNA freigesetzt, während die größere 
chromosomale DNA in der Zellmembran verbleibt. Die RNA wird während der alkalischen 
Lyse durch die RNase A verdaut. 
 
3. Neutralisation:  
Durch Zugabe von 4ml Neutralisationspuffer und Inkubation für 5 Minuten auf Eis, kommt es 
zur Ausfällung von Kaliumdodecylsulfat. Dabei werden die Zellfragmente, denaturierte 
Proteine und chromosomale DNA mit ausgefällt, wobei die renaturierte kleinere Plasmid-
DNA in Lösung bleibt. Zur Abtrennung des Präzipitats wird 30 Minuten bei 4°C und 
10.000rpm zentrifugiert und der klare Überstand über Mull in ein 50ml-Falcon-Gefäß filtriert. 
 
4. Säulenaufreinigung der DNA: 
Die Säule zur DNA-Aufreinigung wird mit 4ml Puffer PE äquilibriert und anschließend die 
DNA-Lösung auf die Säule gegeben. Die DNA bindet während des Durchlaufs an die Säule, 
während RNA-Fragmente, Proteine und weitere Zellbestandteile bei dieser Salzkonzentration 
und diesem pH-Wert nicht binden. Die Säule wird zweimal mit 10ml Puffer QC gewaschen 
und die DNA im Anschluß mit 5ml Puffer QF von der Säule in ein 50ml-Falcon-Gefäß 
eluiert. 
 
5. Fällung und Aufkonzentrierung der DNA: 
Durch Zugabe von 3,5ml Isopropanol wird die DNA nach kurzem Schütteln durch Zentri-
fugation bei 4°C und 4.000rpm für 30 Minuten gefällt. Der Überstand wird entfernt und das 
Pellet in 500µl TE-Puffer aufgenommen und in ein 1,5ml Eppendorf-Gefäß überführt. An-
schließend wird die DNA ein weiteres Mal unter Zugabe von 50µl Natriumacetat-Puffer und 
1ml kaltem Ethanol durch Zentrifugation bei 4°C und 13.000rpm während 10 Minuten gefällt. 
Der Überstand wird entfernt und das Pellet mit 70%Ethanol gewaschen. Danach wird das 
Pellet in einer Speed-Vac für 2 Minuten getrocknet und in 50-100µl TE-Puffer resuspendiert. 
 
Zum Schluß wird die DNA-Konzentration in einem UV-Meter photometrisch bestimmt, 1µg 
DNA mit entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut und über ein Agarosegel Restriktions-







- TSR-Puffer (Template Suppression Reagent, Applied Biosystem), 4°C 
- Big Dye Terminator Kit (Applied Biosystem), aliquotiert bei -20°C 
- Probengefäß mit Septum (0,5ml Sample Tube, Applied Biosystem) 
 
1. Sequenzierreaktion: 
Zur Sequenzierung von Plasmid-DNA werden in einem dünnwandigen 0,5ml PCR-Gefäß 0,3-
0,7µg Plasmid DNA, 1µl Oligonukleotid (10pmol, 20-30mer), 2µl Prämix (Mischung aus 
markierten und unmarkierten Deoxynukleotid-Triphosphaten (dNTPs), Puffer und Poly-
merase) gemischt und auf 10µl mit Aqua ad injectabilia aufgefüllt. Anschließend wird der 
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Ansatz kurz zentrifugiert und sofort in einen Thermocycler (mit beheizbaren Deckel) gestellt. 
Für die Sequenzierreaktion wird folgendes Programm gewählt:  
 
 
Denaturierung 96°C, 15 Sekunden 
Anlagerung 55°C, 8 Sekunden 
Extension 60°C, 4 Minuten 
Zyklenzahl 30 
 
Bei der Sequenzierreaktion wird die DNA, wie bei der PCR, im ersten Schritt bei 95°C de-
naturiert. Dann kommt es bei 55°C zur Anlagerung der Oligonukleotide an die DNA-Einzel-
stränge und bei 60°C zur Bindung der Polymerase an den Oligonukleotid-DNA-Komplex und 
Synthese von DNA entsprechend dem vorliegenden Einzelstrang. Dabei werden die im Über-
schuß vorliegenden dNTPs eingebaut. Bei der Wahl der dNTPs kann die Polymerase nicht 
zwischen markierten und unmarkierten dNTPs unterscheiden, allerdings führt der Einbau von 
markierten dNTPs zum Abbruch der DNA-Synthese, so daß beim Durchlauf der Zyklen ein 
breites Spektrum an DNA-Fragmenten mit gleichem 5’Ende aber unterschiedlichen 3’Enden 
synthetisiert wird. Am Ende der Reaktion liegt ein Pool von DNA-Fragmenten vor, in dem 
jede Länge an DNA-Fragmenten mit gleichem 5’Ende vertreten ist.    
 
2. Fällung der DNA-Fragmente: 
Nach Beendigung der Sequenzierreaktion werden die DNA-Fragmente in Ethanol gefällt. 
Hierzu gibt man zu 10µl Sequenzierreaktion, 10µl 3M Natriumacetat-Puffer, 90µl ddH2O und 
250µl Ethanol (-20°C). Dann wird die DNA bei 4°C  und 13.000rpm für 30 Minuten 
pelletiert.  
 
3. Waschen und Trocknen des Pellets: 
Anschließend wird das Pellet (unsichtbar) zweimal mit 300µl 70% Ethanol gewaschen und 
für 3 Minuten in der Speed-Vac getrocknet 
 
4. Vorbereitung zur Säulenchromatographie: 
Das Pellet wird in 20µl TSR-Puffer aufgenommen und für 2 Minuten bei 90°C im Thermo-
cycler denaturiert und auf Eis abgekühlt. Anschließend wird die Lösung in das Probengefäß 
(dünnwandiges PCR-Tube ohne Deckel) überführt und mit einem Septum (Gummistopfen) 
verschlossen. Bis zur Chromatographie kann die Probe bei -20°C eingefroren werden.  
 
5. Analyse der DNA: 
Die Probe wird in den Sequenzierapparat eingesetzt und der Sequenzierlauf gestart. Dabei 
werden die DNA-Fragmente entsprechend der Größe über eine Säule aufgetrennt. Die Reten-
tionszeiten und die Absorption der 4 unterschiedlich markierten Basen an den Fragment-
Enden zur entsprechenden Retentionszeit ergeben dann über ein entsprechendes Rechenpro-
gramm die Sequenz.  
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- SMART RACE (Clontech): PowerScriptTM Reverse Transkriptase 
    5’-CDS spezieller Oligo(dT)25-Primer 
    SMART II A Oligonucleotide  
 
- Reagenzien der PCR: Taq-Polymerase 
    dNTPs 
    UPM (forward primer, bindet an SMART II A Oligonucleotide) 
    Reverse Primer: RS35r, RS2r 
 
1. Reverse Transkription: 
Zur Transkription des kompletten 5’Ende einer mRNA in cDNA wird eine modifizierte re-
verse Transkriptase verwendet, welche bei der Transkription nach Erreichen des 5’Endes der 
mRNA noch 3-5 Nukleotide (vorwiegend Cytosin) anhängt. Dadurch kann ein Primer mit 
kurzem Oligo(dG) an seinem 3’Ende (SMART II A Oligonucleotide) an den dC-Überhang 
der transkripierten cDNA binden. Die Transkriptase kann somit von der mRNA zum Oligo-
nukleotid wechseln und ergänzt die cDNA um eine spezifische Sequenz am 3’Ende. 
Zur Untersuchung der möglichen 5’Enden der cDNAs von IIBP wird für die RT ein Gesamt-
RNA-Extrakt von murinen Knochenmark-Makrophagen, welche für 48h mit IFN-β behandelt 
wurde, genommen. Der RNA-Extrakt wird mit RQ1-DNase behandelt (vgl. „DNase-Verdau 
von RNA-Extrakten“). Die RT-Reaktion wird mit den Reagenzien und nach dem Protokoll 
von Clontech durchgeführt. 
  
2. PCR: 
Durch die anschließende PCR wird mit einem genspezifischen reverse Primer, der in der 
gesuchten cDNA bindet und einem forward Primer, der spezifisch am verlängerten 5’Ende 
bindet, die gewünschte cDNA mit komplettem 5’Ende amplifiziert.  
Für die Gewinnung der kompletten 5’Enden von SIRPβ cDNAs werden die Primer RS35r, 
RS2r und der entsprechende forward primer (UPM) der Firma Clontech verwendet. Die PCR 
wird unter denselben Bedingungen und mit denselben Reagenzien, wie unter „Polymerase-
Kettenreaktion“ beschrieben, durchgeführt.   
 
 



































Abb. 4: Schematische Darstellung des 5’RACE von Clontech 
SMART IIA oligo, bindet an dC-Überhang der transkribierten cDNA; UPM (forward Primer), 
bindet an die Sequenz im SMART IIA oligo, GSP (genspezifischer Primer), bindet in gesuch-
ter cDNA.  
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3.3.12 3’RACE  
 
1. Reverse Transkription (RT): 
Zur Gewinnung des kompletten 3’Endes einer cDNA verwendet man für die reverse Trans-
kription von mRNA einen Oligod(T)-Primer, der am 5’Ende noch eine spezifische Sequenz 
von Nukleinsäuren aufweist. Jede transkripierte cDNA enthält damit nach ihrer Poly-A-
Sequenz am 3’Ende diese Sequenz. 
Zur Untersuchung der möglichen 3’Enden der cDNAs von IIBP wird für die RT ein Gesamt-
RNA-Extrakt von murinen Knochenmark-Makrophagen, welche für 48h mit IFN-β behandelt 
wurden, genommen. Der RNA-Extrakt wird mit RQ1-DNase behandelt (vgl. „DNase-Verdau 
von RNA-Extrakten“). Als Primer wird der GeneRacer Oligo dT Primer von Invitrogen ver-
wendet. Die Reaktion wird unter den üblichen Bedingungen mit denselben Reagenzien, wie 
unter „Reverser Transkription von RNA“ beschrieben, durchgeführt. 
 
2. Polymerase-Kettenreaktion (PCR): 
Bei der anschließenden PCR wird zur Isolierung der gesuchten cDNA ein forward-Primer, der 
spezifisch im bekannten Teil der cDNA bindet und ein reverse-Primer, der komplementär zur 
Sequenz des Oligod(T)-Primer ist, eingesetzt. Es wird dadurch die gewünschte cDNA mit 
komplettem 3’Ende amplifiziert. 
Für die cDNA von IIBP finden verschiedene forward-Primer (RS29f, E1nf) und der 3’nested-
Primer (Invitrogen) Verwendung. Die Reaktion wird mit denselben Reagenzien, wie unter 
„Polymerase-Kettenreaktion“ beschrieben, mit folgendem Programm für den Thermocycler 
durchgeführt: 
 




95°C, 60 Sekunden 
55°C, 45 Sekunden 
72°C, 120 Sekunden 
5. Elongation 72°C, 10 Minuten 































Abb. 5: Schematische Darstellung des 3’RACE 
GSP, genspezifischer Primer (bindet nur in gesuchter cDNA); 3’NP, 3’nested Primer (bindet 









- Lysispuffer:   40mM Tris-HCl; pH 7,4 4°C 
  150mM NaCl 
       10% Glycerol (v/v) 
        1mM EDTA 
         1% NP40  (v/v) 
    Protease-Inhibitoren: Complete® (kurz vor Verwendung zusetzen)
   
- Lämmli-Puffer  
 
1. Waschen der Zellen: 
Zur Protein-Extraktion von eukaryontischen Zellen wird das Medium entfernt und die Zellen 
2 Mal mit PBS gewaschen. Bei Suspensionszellen erfolgt das Entfernen des Mediums und die 
Waschschritte in einem 15ml-Falcongefäß durch Zentrifugation für 5 Minuten bei 1.500rpm 
und anschließendem Resuspendieren des Zellpellets in PBS. Adhärent wachsende Zellen wer-
den dagegen in der Zellkulturflasche oder Gewebekulturschale gewaschen und anschließend 
in geringem Volumen PBS mit einem Zellschaber abgelöst, in ein 1,5ml Eppendorf-Gefäß 
überführt und pelletiert. 
 
2. Lyse der Zellen und Gewinnung von Proteinextrakt: 
Das Zellpellet wird dann in entsprechendem Volumen NP40-Lysispuffer aufgenommen (ca. 
100µl/1×106 Zellen) und für 1 Stunde bei 4°C auf einem Rad inkubiert. Hierbei wird die Zell-
membran und Membranen von Organellen durch das Detergenz zerstört und die Proteine teil-
weise aus der Zellmembran, der Membran von Organellen und dem Cytoplasma gelöst. Im 
Anschluß wird das Lysat kräftig geschüttelt und nicht gelöste Zellbestandteile bei 4°C und 
13.000rpm für 10 Minuten in der Zentrifuge pelletiert.  
Der Überstand mit gelöstem Protein wird in ein 1,5ml Eppendorf-Gefäß überführt und ent-
weder für 1 Woche bei 4°C gelagert oder zur Langzeitlagerung in Aliquots bei -70°C einge-
froren. Das Pellet (unlösliche Zellfragmente mit eingeschlossenen Proteinfraktionen) wird in 








- Reagenz: Bio-rad Protein Assay 1:5 mit ddH2O verdünnt 




1. Erstellen einer Eichgerade: 
Ausgehend von einer 10mg/ml BSA-Lösung wird eine Verdünnungsreihe bis 1mg/ml erstellt. 
5µl einer 1:5 Verdünnung von jeder BSA-Lösung werden zu 995µl Reagenz in einer 
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Kunststoffküvette zugegeben, gut gemischt (Lösung verfärbt sich blau) und für 5 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Die Absorption jeder Verdünnung wird bei einer Wellenlänge von 
595nm gemessen und die entsprechenden Werte in einem Koordinatensystem eingetragen und 
eine Eichgerade eingezeichnet.  
 
2. Bestimmung der Proteinkonzentration: 
Ein Aliquot des Proteinextraktes wird auf 3-5µg/µl eingestellt, 5µl einer 1:5 Verdünnung 
dieser Lösung zu 995µl Reagenz in einer Kunststoffküvette gegeben und gut gemischt 
(Lösung verfärbt sich blau). Die Reaktion wird für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert 
und anschließend die Absorption bei einer Wellenlänge von 595nm vermessen. Anhand der 
erstellten Eichgerade kann die Proteinkonzentration des Aliquots und damit des Proteinex-








- ProteinG-Agarose (Kirkegaard & Perry Laboratories) 
- Proteinextrakt  
- NP40-Lysispuffer 
- 5x Lämmli-Puffer (mit und ohne DTT)  
 
Bei der Immunpräzipitation können mit Hilfe eines Antikörpers, eines Gemisches verschie-
dener monoklonaler Antikörper oder eines Antiserums aus einem Proteingemisch Proteine 
isoliert werden. Hierzu wird das zu analysierende Proteingemisch für einen bestimmten Zeit-
raum mit Antikörper(n) oder Antiserum inkubiert und die sich bildenen Antigen-
Antikörperkomplexe mit Hilfe von Protein A- oder  Protein G-gekoppelter Agarose isoliert. 
Hierbei macht man sich die hohe Affinität der Staphylokokkenproteine A und G zunutze, 
welche den Fc-Teil verschiedener IgG-und IgM-Klassen unterschiedlicher Spezies erkennen 
und binden. 
 
1. Zugabe des Antikörpers: 
300-500µg Gesamt-Proteinextrakt werden mit 1µg monoklonalem Antikörper (anti-HA, anti-
V5) in einem 1,5ml Eppendorf-Gefäß versetzt und mindestens 2 Stunden auf Eis inkubiert. 
 
2. Zugabe von ProteinG-Agarose: 
Anschließend wird 50µl der ProteinG-Agarose in ein dünnwandiges 0,5ml PCR-Gefäß 
gegeben, bei 500rpm zentrifugiert und der Überstand vorsichtig entfernt. Dann wird der 
Proteinextrakt mit dem monoklonalen Antikörper zugegeben und auf 500µl mit dem verwen-
deten Lysis-Puffer der Proteinextraktion aufgefüllt. Die Suspension wird mindestens 2 Stun-
den bei 4°C auf einem Rad bewegt. 
 
3. Isolierung der präzipitierten Proteine: 
Danach wird die ProteinG-Sepharose mit gebundenem Antigen-Antikörper-Komplex durch 
Zentrifugieren bei 500rpm pelletiert und der Überstand mit nicht gebundenem Proteinanteil 
abgenommen. Das Pellet wird zweimal mit NP40-Lysispuffer gewaschen und in 50µl NP40-
Lysispuffer aufgenommen. Zur Zerstörung des Antigen-Antikörper-Komplexes wird die Sus-
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3.4.4 Proteinauftrennung über SDS-Polyacrylamidgel 
 
Zur Auftrennung eines Proteingemisches entsprechend dem Molekulargewicht wird eine dis-
kontinuierliche Gelelektrophorese durchgeführt. Das Polyacrylamidgel besteht hierbei aus 
einem Sammelgel mit Taschen zum Beladen und kurzer Laufstrecke und einem großen 
Trenngel. Das zu analysierende Proteingemisch wird für kurze Zeit in einem Puffer mit 
Natriumdodecylsulfat (SDS) vollständig denaturiert, wobei sich das Detergenz an den hydro-
phoben Aminosäuren der Proteine anlagert und diese mit einem großen Überschuß an nega-
tiver Ladung versieht. Durch Zusatz von starken Reduktionsmitteln, wie Mercaptoethanol 
oder Dithiotreitol (DTT), werden auch inter- und intramolekulare Disulfidbrücken zerstört, so 
daß die Proteine in ihre Untereinheiten zerfallen. Nach Beladen der einzelnen Taschen des 
Sammelgels durchwandern die negativ geladenen Proteine, unabhängig von ihrem Molekular-
gewicht, dieses aufgrund der hohen Feldstärke sehr schnell. Am Übertritt in das Trenngel 
werden die Proteine wegen eines Abfalls der Feldstärke stark abgebremst und laufen so zu 
kleinen Scheibchen („DISC“) aufeinander auf. Im Trenngel werden sie bei niedriger Feld-
stärke entsprechend ihrer Molekülgröße (annährend proportional zu ihrem Molekulargewicht) 
aufgetrennt, wobei hier über die Porengröße (Konzentration an Polyacrylamid) Einfluß auf 




- Elektrophoreseapparatur, Apparatur und Platten zum Gießen des Gels: 
Mini-Protean III-System (Biorad) 
 
- Puffer für Trenngel:  750mM Tris-HCl; pH 8,8 
    0,2% Natriumdodecylsulfat 
 
- Puffer für Sammelgel: 250mM Tris-HCl; pH6,8 
    0,2% Natriumdodecylsulfat 
 
- 40% Acrylamid-Lösung (AA 40%) Serva 
 
- 10% Ammoniumpersulfat-Lösung (immer frisch ansetzen) 
 
- N, N, N’, N’-Tetramethylethyldiamin (TEMED) Sigma 
 
- Lauf-Puffer:   192mM Glycin 
  25mMTris 
    0,5% Natriumdodecylsulfat 
 
- 5x Lämmli-Puffer 
 
- Proteinmarker     
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1. Gießen der PAA-Gele: 
Zum Gießen der Proteingele wird die Apparatur von Biorad zum Mini-ProteanIII-System ver-
wendet. In einem Becherglas wurde zuerst das Trenngel angesetzt (Zusammensetzung s. u.) 
und mit Hilfe einer Glaspipette zwischen „0,75mm-spacer und short plate“ eingefüllt und 
sofort mit Isopropanol überschichtet. Nach Aushärtung des Trenngels wird der Isopropanol 
entfernt und das frisch angesetzte Sammelgel (Zusammensetzung s. u.) ebenfalls mit einer 
Glaspipette aus einem Becherglas eingefüllt. Anschließend wird nach Anzahl der Proben und 
Probenvolumen ein 10er- oder 15er-Kamm zur Aussparung der Taschen in das Sammelgel 
eingesetzt. 
 
Zusammensetzung des Trenngel: 
 
Prozentgehalt an AA 10% 15% 18% 
Puffer für Trenngel 7,5ml 7,5ml 7,5ml 
AA 40% 3,75ml 5,625ml 6,75ml 
TEMED 30µl 30µl 30µl 
APS 10% 60µl 60µl 60µl 
ddH2O ad 15ml ad 15ml ad 15ml 
 
Zusammensetzung des Sammelgel: 
 
Prozentgehalt an AA 6% 
Puffer für Sammelgel 3,75ml 
AA 40% 2,25ml 
TEMED 20µl 
APS 10% 40µl 
ddH2O ad 7,5ml 
 
2. Probenauftrag und Elektrophorese: 
Die Proteinmenge wird mit 1/5 Volumen 5x Lämmli-Puffer für 5 Minuten bei 100°C im Was-
serbad mit oder ohne Zusatz von DTT denaturiert, auf Eis abgekühlt, kurz zentrifugiert und 
mit einer 25µl-HPLC-Spritze in die Taschen des Sammelgels eingefüllt. Zur Überprüfung der 
Molekulargrößen wird 5-10µl eines gefärbten Proteinmarkers mit aufgetragen. Während des 
Durchlaufs im Sammelgel werden 120V angelegt, die nach Erreichen des Trenngels auf 150V 
erhöht werden. Kurz bevor die vordere Lauffront (erkenntlich am Bromphenolblau) am Gel-
ende ist, wird der Strom abgestellt und das Gel auf eine PVDF-Membran transferiert  (siehe 
„Transfer von Proteinen“) oder mit Coomassie® gefärbt (siehe „Färbung von Proteingelen“). 
 
 




- Fixier-Lösung: 50% Methanol 
   10% Eisessig 
   40% ddH2O 
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- Farbstoff-Lösung:  50% Methanol 
    10% Eisessig 
    40% ddH2O 
0,1% Coomassie® R250 
    
1. Fixierung der Proteine im Gel: 
Das Proteingel wird für 1 Stunde in Fixier-Lösung in einem entsprechenden Gefäß auf einer 
Wippe bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei werden die Proteine stabil im Gel fixiert. 
 
2. Färbung des Gels: 
Anschließend erfolgt die Färbung der Proteinbanden für 30 Minuten bei Raumtemperatur auf 
einer Wippe mit der Farbstoff-Lösung. Der Triarylmethan-Farbstoff (Coomassie®) bindet 
kovalent an die Proteine. 
 
3. Entfärben des Gels: 
Um nicht gebundenen Farbstoff auszuwaschen, wird das Gel anschließend in der Fixier-
Lösung bei Raumtemperatur auf einer Wippe gewaschen, bis die Proteinbanden deutlich zu 
erkennen sind. Die Fixier-Lösung ist hierbei mehrmals zu wechseln. Dann kann das Gel 
photographiert werden.   
 
 
3.4.6 Transfer von Protein auf PVDF-Membran und Detektion über 




- Blockierungs-Puffer: 5% Magermilchpulver 
     0,05% Tween 20 
     in PBS 
 
- Wasch-Puffer:   0,05% Tween 20 
     in PBS 
 
- Transfer-Puffer:   192mM Glycin 
       25mM Tris 
           20% Methanol (frisch zusetzten) 






- Chemolumineszenz-Detektions-Reagenz: Lumi Light Western blotting substrate (Roche) 
 








Anti-V5 (Maus IgG2a) 1:2500 
Anti-Phosphotyrosin (Maus IgG1), Biotin 1:1000 
Anti-Maus IgG (H+L), Peroxidase-gekoppelt 1:5000 




1. Transfer von Protein auf Polivinylidenfluoridmembran (PVDF-Membran Millipore) 
 
Für den Transfer findet das „semi-dry“-Verfahren Verwendung. 
 
Die PVDF-Membran (auf die entsprechende Gelgröße zugeschnitten) wird für 15 Sekunden 
in Methanol und anschließend für 5 Minuten in Transfer-Puffer äquilibriert. Parallel dazu 
werden 8 Filterpapiere (der entsprechenden Gelgröße) mit Transfer-Puffer getränkt und 4 
Stück als Stapel auf die untere Hälfte der Blot-Apparatur (Anode) gelegt. Die PVDF-
Membran wird nach der Äquilibrierung in Transfer-Puffer vorsichtig auf das Proteingel gelegt 
und beide gemeinsam mit der PVDF-Membran zuunterst auf den Stapel gelegt. Dann kom-
men weitere 4 Filterpapiere auf den Stapel. Mit einer Glaspipette werden durch mehrmaliges 
Rollen Luftblasen aus dem Stapel entfernt. Zum Schluß wird vorsichtig die obere Hälfte der 
Blot-Apparatur  (Kathode) aufgelegt und festgeschraubt. Der Transfer wird bei 0,9-1,4 
mA/cm2 für 1-2 Stunden durchgeführt. Dabei wandern die negativ geladenen Proteine entlang 
dem elektrischen Feld aus dem Gel auf die PVDF-Membran und werden dort kovalent ge-
bunden. Dabei ist zu beachten, daß die Methanol-Konzentration einerseits das Herauslösen 
der Proteine aus dem Proteingel verschlechtert, allerdings die Bindung an die Membran ver-
bessert, dagegen die Konzentration an Natriumdodecylsulfat genau die entgegengesetzte Wir-
kung hat. 
 
2. Detektion der Proteine über Chemolumineszenz  
 
2.1 Blockierung unerwünschter Bindungsstellen: 
Nach Beendigung des Transfers wird die Apparatur abgebaut und die PVDF-Membran in 
Blockierungs-Puffer für mindestens 1 Stunde bei Raumtemperatur oder bei 4°C über Nacht in 
einem entsprechenden Gefäß auf einer Wippe inkubiert. Dabei werden unerwünschte 
Bindungstellen für die Antikörper abgesättigt. 
 
2.2 Zugabe von Erstantikörper: 
Im Anschluß wird der Blockierungspuffer entfernt und der Erstantikörper in Blockierungs-
Puffer zugegeben. Dazu wird die Membran in Folie eingeschweißt und 1-5ml der Antikörper-
Lösung zupipettiert und für mindestens 2 Stunden bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 
4°C auf einem Über-Kopf-Schüttler inkubiert. 
 
2.3 Zugabe von Zweitantikörper: 
Die Antikörper-Lösung wird entfernt und die Membran in entsprechendem Gefäß 3 Mal für 5 
Minuten in Wasch-Puffer bei Raumtemperatur auf einer Wippe gewaschen. Dann erfolgt die 
Zugabe des entsprechenden Peroxidase-gekoppelten Zweitantikörper in Blockierungs-Puffer. 
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Die Membran wird hierbei ebenfalls in Folie eingeschweißt und für 45-60 Minuten bei 
Raumtemperatur auf einem Über-Kopf-Schüttler inkubiert. 
 
2.4 Waschen: 
Die Antikörper-Lösung wird entfernt und die Membran in entsprechendem Gefäß 3 Mal für 
10 Minuten in einem Wasch-Puffer und im Anschluß noch 2 Mal für 5 Minuten in PBS bei 
Raumtemperatur auf einer Wippe gewaschen. 
 
2.5 Entwickeln: 
In einer Dunkelkammer wird in einem entsprechenden Gefäß 3-6ml der Substrat-Lösung nach 
Vorgabe des Herstellers gemischt (meist eine 1:1-Mischung einer stabilen Peroxid- und einer  
Luminol-Verstärker-Lösung). Die Membran wird nach Abtropfen auf Einmalhandtüchern in 
die Substrat-Lösung gegeben und für mindestens 30 Sekunden unter Schwenken, so daß die 
komplette Membran bedeckt ist, inkubiert. Anschließend wird die Membran nach Abtropfen 
auf Einmalhandtüchern zwischen 2 Folien in eine Filmkassette eingelegt und je nach Stärke 
des zu erwartenden Signals Filme für 2 Sekunden (Kurzzeitexposition) bis zu 30 Minuten 
(Langzeitexposition) aufgelegt. Durch die vorhandene Peroxidase wird Luminol (3-
Aminonaphthalsäurehydrazid) mit H2O2 oxidiert und es kommt in der Folgereaktion zur 
Abspaltung von N2 unter Chemolumineszenz, welche durch die vorhandenen Verstärker 
amplifiziert wird. Da die Peroxidase nur an Stellen vorhanden ist, an denen der 
Antikörperkomplex aus erstem und zweitem Antikörper an Proteinbanden gebunden hat, 
kommt es nur an bestimmten Stellen auf der Membran zur Chemolumineszenz, welche dann 
dort nach Entwicklung eines aufgelegten Films zur Schwärzung führt. 
 
Die Entwicklung des Films erfolgte entweder in  entsprechenden Bädern zur Entwicklung und 
Fixierung oder mit einer Entwickler-Maschine. 
 
Anmerkung: Bei Immunblots mit monoklonalem Antikörper 6B7 wird die PVDF-Membran 
für mindestens 4 Stunden zur Reduzierung des „background“ bei Raumtemperatur in 
Blockierungspuffer inkubiert. Der Puffer wird entfernt und die PVDF-Membran über Nacht 
mit unverdünntem Hybridom-Überstand bei 4°C inkubiert. Für die folgenden Waschschritte 
wird nur PBS verwendet. 
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3.5 Expressionsvektoren für SIRPβ1 und -2, SIRPΑ11-L und DAP 
 




Zur Detektion von transient expremierten Proteinen in eukaryontischen Zellen über 
Immunblot, sollen Proteine am C-Terminus mit einem V5-Epitop versehen werden. Hierzu 
wird mit dem Restriktionsenzym DraI aus dem Expressionsvektor pIZT-V5 (für 
Insektenzellen) die Multiple Klonierungsseite mit V5-Epitop und His-tag (MCS-V5-HIS) 
ausgeschnitten, über ein präparatives Gel isoliert und aufgereinigt. 
Parallel wird über einen Verdau mit den Restriktionsenzymen AfeI und SmaI ein Teil der 
Multiplen Klonierungsseite aus dem Expressionsvektor pEGFPN1 ausgeschnitten, die beiden 
Fragmente über ein präparatives Gel aufgetrennt und das größere Fragment (Vektor-
Fragment) isoliert und aufgereinigt. 
Vektor-Fragment (von pEGFPN1) und MCS-V5-HIS werden über ihre glatten Enden ligiert 
und nach Transformation von Bakterien, kann ein Klon mit gewünschtem Expressionsvektor 
gewonnen werden. Die richtige Orientierung wird über Restriktionsanalyse überprüft. Der 
neue Expressionsvektor wird im folgenden als pGFP-V5 bezeichnet. 











Abb. 6: Expressionsvektor pGFP-V5 
Kan R: Kanamycin-Resistenzgen, ori: bakterieller Replikations-Origin, Promotor: CMV-
Promotor, MCS: Multiple Klonierungsstelle, V5: V5-Epitop, HIS: 6xHis-tag mit Stopkodon,  
pA: Signal für Polyadenylierung 
 
Von der Polymerase II wird der ganze Bereich zwischen Promotor und Poly-A-Signal mit 
GFP transkribiert, allerdings bricht die Translation nach dem 6xHIS-„tag“ mit dem TGA-
Stopkodon ab. 
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3.5.1.2 pDAP12-V5 
 
Aus einem Gesamt-RNA-Extrakt von primären Knochenmark-Makrophagen kann mit RT-
PCR unter Verwendung von Primern die 5’ und 3’ der kodierenden Region von DAP12 
binden (RS72f: ccagtgcatatctggccac, RS73r: agtcctgatctcagagagggc), die zugehörige cDNA 
amplifiziert werden. 4ul der PCR werden für das TOPO-Cloning verwendet und ein Plasmid, 
nach entsprechender Restriktionsanalyse, isoliert. 
Mit weiteren Primern (RS113f: ggactagtgcatatctggcc, RS80r: ccggaattccatctgtaatattgc) wird 
die cDNA von DAP12 aus dem gewonnenen Plasmid mit PCR amplifiziert und nach 
Isolierung und Aufreinigung über die SpeI- und EcoRI-Schnittstelle in den Expressionsvektor 
pGFP-V5-His einkloniert. Das gewonnene Plasmid wird durch Sequenzierung überprüft und 
im folgenden als pDAP12-V5 bezeichnet.  
  
 
3.5.1.3 pDAP10-V5 und pDAP10-S-V5 
 
Aus einem Gesamt-RNA-Extrakt von murinen Knochenmarks-Makrophagen kann mit RT-
PCR unter Verwendung von Primern die 5’ und 3’ der kodierenden Region von DAP10 
binden (RS114f: atcccttcaggtcccagc, RS115r: agaaggtgccgtggtcag), die zugehörigen cDNAs 
amplifiziert werden. Nach Isolierung und Aufreinigung wird 4µl der isolierten DNA-
Fragmente für das „TOPO-Cloning“-Verfahren verwendet und 10 Plasmide, nach 
entsprechender Restriktionsanalyse, sequenziert. 
Mit weiteren Primern (RS120f: ggactagtccaccatggacc, RS121r: cggaattccggcctctgcc) werden 
die cDNAs von DAP10 aus den gewonnenen Plasmiden mit PCR amplifiziert und nach 
Isolierung und Aufreinigung über die SpeI- und EcoRI-Schnittstelle in den Expressionsvektor 
pGFP-V5-His einkloniert. Die gewonnenen Plasmide werden durch Sequenzierung überprüft 
und im folgenden als pDAP10-V5 und pDAP10-S-V5 bezeichnet.  
  
 
3.5.1.4 pHA-SIRPβ1 und pHA-SIRPβ2 
 
Bei beiden SIRPβ-Homologen kann, während der Prozessierung im Golgi-Apparat, das 
vermutete Signalpeptid eventuell abgespalten werden. Daher muß ein N-terminales „tag“ nach 
dem Signalpeptid einkloniert werden. Da beide Signalpeptide sich kaum unterscheiden, wird 
für die Konstruktion beider Expressionsvektoren das Signalpeptid von SIRPβ1 verwendet.    
 
Aus einem Plasmid mit der vollständigen cDNA von SIRPβ1 wird mit Hilfe von PCR die 
kodierende Region des Signalpeptids, unter Verwendung folgender Primer, amplifiziert:  
 
Forward Primer RS40f: ccgctcgagctgattctggtccc (kursiv: XhoI-Schnittstelle) 
Reverse Primer RS61r: agagaagcttagcgtaatctggaacatcgtatgggtacagctctctcacagc (kursiv: 
HindIII- Schnittstelle, fett: HA-tag) 
 
Das DNA-Amplifikat wird aus dem PCR-Gemisch über ein DNA-Agarose-Gel isoliert und 
mit Hilfe des Jetsorb-Kits aufgereinigt. Über Nacht wird die DNA mit XhoI und HindIII 
verdaut und nach nochmaliger Isolierung und Aufreinigung über die XhoI- und HindIII-
Restriktionsschnittstellen in den pEGFPN1-Vector einkloniert. Im folgenden wird dieses 
Konstrukt als pGFP-SigPep-HA bezeichnet. 
 
 
  [3.] Methoden 60 
Die kodierende Region für die extrazellulären Ig-Domänen und den Transmembranbereich 





Für SIRPβ1 Forward Primer RS50f: ctctaagcttaaagtgatccaacc (kursiv: HindIII-
Schnittstelle) 
Reverse Primer RS51r: gcgaattctcaggcattttgcttcttacgc (kursiv: EcoRI-
Schnittstelle) 
Für SIRPβ2 Forward Primer RS52f: ctctaagcttaaggtgactcagcc (kursiv: HindIII-
Schnittstelle) 
Reverse Primer RS54r: gcgaattcttaggcattttgcatc (kursiv: EcoRI-
Schnittstelle) 
 
Die entsprechenden Amplifikate werden, wie oben beschrieben, isoliert, aufgereinigt und über 
die HindIII- und EcoRI-Schnittstellen in pGFP-SigPep-HA einkloniert. Die erhaltenen 




3.5.1.5 pHA-SIRPβ1-V5 und pHA-SIRPβ2-V5 
 
Da eine Detektion von den HA-Fusionsproteinen sich als schwierig erwies wurden die beiden 
SIRPβ-Homologe mit einem C-terminalem V5-Epitop versehen. 
 
Mit Hilfe von PCR unter Verwendung der Primer Klon6s und RS33r (für HA-SIRPβ1) und 
RS 90f und RS 105r (für HA-SIRPβ2) wird die kodierende Region aus pHA-SIRPβ1 und -2 
amplifiziert und in den pGFP-V5-Vektor über eine EcoRV-Seite einkloniert. Die richtige 
Orientierung wird über Restriktionsanalyse überprüft. Die erhaltenen Expressionsvektoren 





Zum Vergleich der Expression von SIRPβ-Homologen und SIRPα11-L  in transient 
transfizier-ten Zellen und zur Gewinnung stabil transformierter Ba/F3-Zellen soll 
entsprechend den HA-SIRPβ-V5 Expressionsvektoren ein Expressionsvektor für SIRPΑ11-L 
mit N-terminalem HA-Tag und C-terminalem V5-Epitop kloniert werden. 
Das N-terminale tag muß ebenfalls nach dem Signalpeptid einkloniert werden. Als Signal-
peptid wird wiederum das Signalpeptid mit fusioniertem HA-tag von SIRPβ1 verwendet, muß 
allerdings neu kloniert werden, da SIRPΑ11-L eine interne HindIII-Schnittstelle besitzt.    
 
Aus pHA-SIRPβ1-V5 wird mit Hilfe von PCR die kodierende Region des Signalpeptids mit 
HA-tag, unter Verwendung folgender Primer, amplifiziert:  
 
Forward Primer RS90f: ggactagtgccaccatggttctcctagatgcc (kursiv: Spe1-Schnittstelle, fett: 
Kozak-Sequenz) 
Reverse Primer RS111r: ccggaattcagcgtaatctgg (kursiv: EcoR1-Schnittstelle) 
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Das DNA-Amplifikat wird aus dem PCR-Gemisch über ein DNA-Agarose-Gel isoliert und 
mit Hilfe des Jetsorb-Kits aufgereinigt. Über Nacht wird die DNA mit Spe1 und EcoR1 
verdaut und nach nochmaliger Isolierung und Aufreinigung über die Spe1- und EcoR1-
Schnittstellen in den pEGFPN1-Vector einkloniert. Im folgenden wird dieses Konstrukt als 
pGFP-SigPep-HA1 bezeichnet. 
 
Die kodierende Region für die extrazellulären Ig-Domänen und den Transmembranbereich 
wird aus einem Plasmid mit der cDNA von SIRPΑ11-L mit folgenden Primern amplifiziert: 
 
Forward Primer RS108f: ccggaattcaaggtgactcagcc (kursiv: EcoR1-Schnittstelle) 
Reverse Primer RS112r: tccccgcggcttcctctgg (kursiv:Sac2-Schnittstelle) 
 
Das entsprechende Fragment wird, wie oben beschrieben, isoliert, aufrgereinigt und über die 
EcoR1- und Sac2-Schnittstellen in pEGFP-SigPep-HA1 einkloniert. Der Expressions-Vektor 
(pHA-SIRPΑ11-L-V5) wird durch Sequenzierung bestätigt.  
 
 
3.5.2 Expressionsvektoren zur stabilen Transfektion 
 
Zur stabilen Transformation von Ba/F3-Zellen wird ein retrovirales Expressionssystem 
verwendet. Zur Klonierung der Expressionsvektoren werden pMX-Puro und pMX-PIE 




a.) Herstellung retroviraler Expressionsvektoren für HA-SIRPβ1-V5 und HA-SIRPβ2-V5  
 
Eine direkte Klonierung der kodierenden Region von HA-SIRPβ1-V5 und HA-SIRPβ2-V5 
über PCR unter Verwendung von Primern mit EcoR1-Restriktionsschnittstellen und 
Klonierung in pMX-Puro-Vektor blieb erfolglos.  
Deshalb werden die kodierenden Regionen über PCR mit den Primern RS90f und OpiE2r 
amplifiziert und unter Verwendung des „TOPO-Cloning“-Verfahren in den pCR2.1-Vektor 
ligiert. Anschließend wird das Insert über die flankierenden EcoR1-Schnittstellen in den 
pMX-Puro-Vektor einkloniert. Die richtige Orientierung und das Leseraster werden über 
Restriktionsanalyse und Sequenzierung überprüft.   
 
b.) Herstellung eines retroviralen Expressionsvektor für HA-SIRPΑ11-L-V5  
 
Über 2 flankierende BamH1- Schnittstellen des Expressionsvektors pHA-SIRPΑ11-L-V5 
kann die kodierende Region von HA-SIRPΑ11-L-V5 in den pMX-Puro-Vektor umkloniert 
werden.     
 
Im folgenden werden die Vektoren als pMX-P-HA-SIRPβ1-V5, pMX-P-HA-SIRPβ2-V5 und 
pMX-P-SIRPΑ11-L-V5 bezeichnet. 
 
3.5.2.2 pMX-PIE-Konstrukte  
 
a.) Aus pDAP12-V5 wird über 2 BamH1-Schnittstellen die kodierende Region von DAP12-
V5 in den retroviralen Expressionsvektor pMX-PIE einkloniert. Die richtige Orientierung des 
Inserts wird mittels Restriktionsanalyse überprüft.   
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b.) Aus den Expressionsvektoren DAP10-V5 und DAP10s-V5 wird über 2 BamH1-
Schnittstellen die kodierende Region in den retroviralen Expressionsvektor pMX-PIE 
einkloniert. Die richtige Orientierung des Inserts wird mittels Restriktionsanalyse überprüft.   
 




3.6 Methoden zur Protein-Expression 
 
3.6.1 Gewinnung von rekombinantem Protein aus Bakterien 
 
Material zur Herstellung des Expressionsvektors: 
 
- kompetente TAM1-F’ 
- kompetente Bl21-Bakterien 
- LB-Medium mit 150µg/ml Ampicillin 
- Agar-Platten mit 150µg/ml Ampicillin  
- Isopropyl-thiogalactosid (IPTG) 1M Stamm-Lösung 
 
Material zur Gewinnung von rekombinantem Protein: 
 
- mit pGEX2T oder pGEX2T-IgV transformierte Bl21-Bakterien 
- LB-Medium mit 150µg/ml Ampicillin 
- Isopropyl-thiogalactosid (IPTG) 1M Stamm-Lösung 
 
- Bakterien-Lysispuffer:   50mM Tris-HCl; pH7,5 
    250mM NaCl 
        1mM EDTA 
           1% Triton X-100 (v/v) 
      Protease-Inhibitoren (Complete), frisch zusetzen  
 
- French Press 
- red. Glutathion-Sepharose (Amersham) in 5x Volumen PBS gequollen 
- PolyPrep Chromatography columns (Biorad) 
 
- Elutions-Puffer: 10mM red. Glutathion (Merck); pH 7,85 
   60mM NaH2PO4 
frisch herstellen 
 
Zur Gewinnung von rekombinanten Protein aus Bakterien macht man sich die gut charak-
terisierte Induzierbarkeit der lac-Gene (β-Galactosidase, Permease, Transacetylase) mit Lac-
tose oder strukturverwandten Homologen (z.B. Isopropyl-thiogalactosid) zunutze. Hierbei 
wird das zu expremierende Gen auf einem Vektor unter die Kontrolle des Lac-Operator ge-
stellt und transformiert diesen Expressionsvektor in Bakterien, die einen Lac-Repressor 
exprimieren. Im nicht induzierten Zustand bindet der bakterielle tetramere Lac-Repressor an 
den Lac-Operator und unterbindet eine Gentranskription und infolgedessen die Proteinex-
pression. Durch Zugabe von Isopropyl-thiogalactosid (IPTG), ein nicht spaltbares Galactosid, 
wird der lac-Repressor gebunden und verändert seine Konformation derart, daß er nicht mehr 
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an die DNA binden kann. Der lac-Operator ist frei und die RNA-Polymerase kann an den 
vorgeschalteten Promotor binden und es kommt zur Expression des gewünschten Proteins.  
Damit das expremierte Fremdprotein im Anschluß von den bakteriellen Proteinen isoliert 
werden kann, versieht man dieses beispielsweise mit einem His-tag (Aufreinigung über 











Abb. 7: Verwendeter Expressionsvektor pGEX2T 
Amp R: Ampicillin-Resistenzgen, ori: bakterieller Replikations-Origin, GST: Glutathion-S-
Transferase, MCS: Multiple Klonierungsseite 
 
 
1. Herstellung des Expressionsvektors: 
Aus einem Plasmid, welches die gesamte SIRPβ1 cDNA enthält, kann die codierende Region 
der IgV-Domäne (Aminosäure 21-147) mit PCR unter Verwendung von einem forward 
Primer mit BamH1-Schnittstelle (cfcGGATCCctgggacttaaagg) und einem reverse Primer mit 
EcoR1-Schnittstelle (cgGAATTCcggtttagcaaatac) amplifiziert werden. Nach Isolierung des 
gewünschten DNA-Fragmentes, kann die codierende Region über die BamH1- und EcoR1-
Schnittstelle im Leseraster zum GST-Gen  in den pGEX2T-Vektor einligiert und in Bakterien 
transformiert werden. Nach Isolierung von Plasmid-DNA über eine Minipräparation aus ge-
wachsenen Klonen werden durch Sequenzierung das korrekte Leseraster und die Sequenz der 
kodierenden Region verifiziert. 
 
2. Transformation und Expressionsuntersuchungen in Bl21:  
1µl der Minipräparation wird für eine Transformation in Bl21-Bakterien verwendet. Nach Se-
lektion von transformierten Bakterien-Klonen über Agar-Platten mit 150µg Ampicillin/ml 
werden fünf 5ml-Vorkulturen von Einzelklonen angesetzt, bei 37°C bis zu einer OD600 von 
ungefähr 0,45 mit 200rpm geschüttelt. Anschließend wird 1mM IPTG zur Induktion der 
Expression des GST-Fusionproteins zugegeben und für weitere 3 Stunden bei 37°C mit 
200rpm geschüttelt. Danach wird die OD600 der einzelnen Kulturen bestimmt und äquivalente 
Mengen in 1,5ml Eppendorf-Gefäße überführt. Die Bakterien werden bei 3.000rpm in einer 
Zentrifuge pelletiert in 80µl PBS resuspendiert, nach Zugabe von 20µl 5×Lämmli-Puffer kurz 
aufgekocht und 10µl der Probe auf ein 10% Polyacrylamid-Gel zur Proteinauftrennung auf-
getragen. Nach dem Gellauf wird das Gel mit Coomassie® gefärbt und der Klon, welcher die 
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stärkste Expression des GST-Fusionproteins zeigt für die Expression und Aufreinigung im 
folgenden verwendet. 
 
3. Aufreinigung des Fusionsproteins: 
 
3.1 Animpfen und Gewinnung von Bakterienkultur: 
Zur Gewinnung und Aufreinigung größerer Mengen an Protein werden 200ml LB-Medium 
(mit 150µg Ampicillin/ml) mit 1ml Vorkultur angeimpft und bei 37°C über Nacht geschüttelt. 
Am darauf folgenden Tag werden 1l LB-Medium (mit 150µg Ampicillin/ml) mit einer ent-
sprechenden Menge der über-Nacht-Kultur auf  eine OD600 von 0,45 eingestellt und 1mM 
IPTG zugegeben. Die Kultur wird bei 25°C (Vermeidung der Ausbildung von Inklusions-
körperchen) für 5 Stunden bei 130rpm geschüttelt. 
 
3.2 Proteinextraktion: 
Die Kultur wird in drei 500ml-Schraubdeckelgefäße überführt und bei 3.000rpm, 4°C für 15 
Minuten zentrifugiert. Der Überstand wird vorsichtig abgenommen und das Pellet entweder 
sofort in 20ml eiskaltem Lysispuffer für Bakterien resuspendiert (oder bei -20°C bis zur 
Proteinextraktion eingefroren). Anschließend erfolgt der Aufschluß der Bakterien mit einer 
french press. Die Suspension wird hierzu dreimal bei 10.000psi durch die french press ge-
geben. Das Lysat wird danach in 15ml-Schraubdeckel-Gefäße überführt und bei 10.000rpm, 
4°C für 30 Minuten zentrifugiert. Der klare Überstand mit den gelösten Proteinen wird für die 
Aufreinigung weiter verwendet. 
 
3.3 Aufreinigung des GST-Fusionproteins: 
5ml der geqollenen reduzierten Glutathion-Sepharose werden in einem 50ml-Falcon-Gefäß 
für 5 Minuten bei 500rpm zentrifugiert, der Überstand sorgfältig abgenommen und das 
Bakterien-Lysat zugegeben. Die Suspension wird dann für 1 Stunde bei Raumtemperatur auf  
einem über-Kopf-Schüttler inkubiert. Im Anschluß wird die Glutathion-Sepharose mit gebun-
denem GST-Fusionsprotein in einem Polypräp-Röhrchen vom Bakterien-Lysat abgetrennt 
und zweimal mit Lysispuffer und einmal mit PBS gewaschen. Dann wird die Glutathion-
Sepharose in 1ml Elutions-Puffer im Polypräp-Röhrchen resuspendiert, für 1 Stunde auf einer 
Wippe geschaukelt und das Eluat in einem 1,5ml Eppendorf-Gefäß aufgefangen. Dieser 
Elutionsschritt wird noch zweimal wiederholt.  
 
4. Überprüfung der isolierten Proteine: 
Die Proteinkonzentration der gewonnenen Eluate wird bestimmt und das äquivalente Vo-
lumen zu 2,5µg mit der gleichen Menge an 2×Lämmli-Puffer gemischt und kurz aufgekocht. 
Desgleichen werden äquivalente Volumina nach OD600-Vermessung der über-Nacht-Kultur 
und der 1l-Kultur (nach fünfstündiger Induktion mit IPTG), wie unter 2. beschrieben, 
aufgearbeitet und als Kontrollen mit den Proben der Eluate auf ein entsprechendes Proteingel 
aufgetragen. Nach dem Gellauf wird das Gel mit Coomassie® gefärbt. 
 
Zur Gewinnung von reinem GST werden Bl21-Bakterien mit dem pGEX2T-Vektor trans-
formiert und, wie unter 2-3.3 beschrieben, GST-Protein isoliert.  
 
Die isolierten Proteine sollten bis zu ihrer Verwendung maximal für 1 Woche bei 4°C 
gelagert werden. 
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3.6.2 Transiente Transfektion von LMTK- 
 
Zur Transfektion von Plasmid-DNA in LMTK--Zellen wird eine modifizierte Methode nach 




- 2x BES-Puffer:  50mM BES; pH 6,95 
    280mM NaCl 
    1,5mM Na2HPO4
    sterilfiltrieren, in 1,5ml Eppendorf-Gefäße aliquotieren 
 und bei -20°C lagern 
 
- 0,25M CaCl2-Puffer: 25mM CaCl2; pH 6,95  
 sterilfiltrieren, in 1,5ml Eppendorf-Gefäße aliquotieren 




- Plasmid mit zu expremierender cDNA 
 
- frisches Medium: 500ml Medium (mit 5%FBS) werden in 50ml Glasflaschen aliquotiert   
(Flaschen ganz auffüllen) und bei 4°C gelagert  
 
1. Tag: Anlegen der Zellen 
In einer 6-Loch-Platte werden pro Loch 3,5×105 Zellen in 2ml Medium ausgesät und über 
Nacht bei 37°C, 5% CO2 inkubiert.  
 
2. Tag: Waschen und Transfektion der Zellen 
Nach 24 Stunden werden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und 2ml frisches Medium 
zugegeben. 
Für die Transfektion  werden in einem 1,5ml Eppendorf-Gefäß 585µl 0,25M CaCl2 (frisch 
aufgetautes Aliquot) vorgelegt, 7,3µg Plasmid-DNA und 1µg β-Galaktosidase-Plasmid zu-
gegeben und gut durchmischt. Zum Schluß wird 585µl 2x BES-Puffer (frisch aufgetautes 
Aliquot) zupipettiert, die Lösung kurz geschüttelt und zentrifugiert. Dann wird der Ansatz für 
15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Pro Loch werden 185µl des Ansatzes zugetropft, gut mit dem Medium vermischt und über 
Nacht bei 35°C und 3% CO2 inkubiert. 
  
3. Tag: Waschen der Zellen 
Nach 12-24 Stunden werden die Zellen mit PBS gewaschen und frisches Medium zugegeben.    
 
4. Tag: Zelllyse und Proteinextraktion  
Die Zellen werden gewaschen und in entsprechendem Lysispuffer aufgenommen. Zur Be-
stimmung der Transfektionseffizienz kann ein Abgleich zwischen der Proteinkonzentration 
des Extraktes und der β-Galaktosidase-Aktivität (vgl. Luciferase-Assay) durchgeführt werden, 
um eine relative Proteinmenge  für IP und IB zu ermitteln.  
 
Die relative Proteinmenge errechnet sich: 
Relative Proteinmenge [µg/µl] = Proteinmenge [µg/µl] / OD405 der β-Gal-Aktivitäts-Messung 
 









- Lysispuffer: 4°C 
25mM Tris-Phosphat; pH 7,8      
   4mM EGTA 
    10% Glycerin (v/v) 
      1% Triton X-100 (v/v) 
  1mM DTT (frisch zusetzen) 
 
- 100x Luciferin-Lösung:  -70°C 
 10mg Luciferin (Roche)   
 in 1,42ml Reaktionspuffer suspendieren 
 und in 100µl Aliquots einfrieren  
  
 - 10x Luciferase-Reaktionspuffer:  4°C 
 250mM Glycylglycin; pH 7,8      
 150mM MgSO4   
     1mM DTT (frisch zusetzen) 
 
Zur Untersuchung von Promotorregionen kann man die entsprechenden DNA-Abschnitte (5’ 
aufwärts vom ATG des zugehörigen Gens) mit möglichen Bindungsstellen für Transkriptions-
faktoren aus genomischer DNA amplifizieren und vor ein Reportergen, das nicht in normalen 
eukaryontischen Zellen expremiert wird und eine leicht messbare Enzym-Aktivität besitzt 
(z.B. Chloramphenicol-Acetyl-Transferase, β-Galactosidase oder Luciferase) kloniert. Durch 
Kotransfektion dieses Konstrukts zusammen mit einem weiteren Reportergen-Plasmid (als 
interner Standard) in eukaryontischen Zellen kann der Einfluß der Promotorregion auf die 
Transkription des Reportergens untersucht werden. Dies ist vor allem für induzierbare Gene 
interessant, da sich durch Verwendung unterschiedlicher Promotorregionen, unterschiedlicher 
Induktoren genaue Aussagen über die Organisation des Promotors machen lassen. 
 
Als Reportergen für die Promotoruntersuchungen von SIRPβ2 wird Luciferase verwendet. 
Luciferase ist ein Enzym des Glühwürmchens, welches unter ATP-Verbrauch das Substrat 
Luciferin umsetzt. Hierbei werden Lichtblitze freigesetzt, welche mit Hilfe eines Lumino-
meters quantitativ erfaßt werden können. Dies ermöglicht es  die Menge an Luciferase in 
einem Proteinextrakt sehr genau zu bestimmen. 
Als weiteres Reportergen (interner Standard) wird β-Galactosidase (β-Gal) unter einem CMV-
Promotor verwendet. Hierbei wird ein Verhältnis von Luciferase-Plasmid zu β-Galactosidase-
Plasmid von 7:1 verwendet, um die notwendigen Enzyme der Transkription und Translation 
nicht durch den starken CMV-Promotor vom zu untersuchenden Promotor abzuziehen. 
- 10x ATP:  -20°C 
50mM ATP; pH7,0   
 
- 100mM Na-Phosphat pH 7,5 
 41ml 100mM Na2HPO4  
  9 ml 100mM NaH2PO4 
   
- β-Gal-Reaktionspuffer: 4°C 
 100mM Na-Phosphat pH 7,5 
   10mM KCl 
     1mM MgSO4
   50mM β-Mercaptoethanol 
 
- 4x ONPG:  4°C (lichtgeschützt) 
4mg/ml ONPG (Applichem) 
in 100mM Na-Phosphat pH 7,5 
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1. Konstrukte für die Promotoruntersuchung: 
 
1.1 pGL3-Vektoren mit Promotorregionen: 
Aus einem Cosmid, welches die genomische DNA der Promotorregion und das erste Exon 
von SIRPβ2 enthält, können die Promotorregion mit Hilfe von PCR unter Verwendung der 
Primer (RS18f, RS4f und RS5r) amplifiziert werden. Die amplifizierten Fragmente werden 
über ein präparatives Gel aufgetrennt, aus dem Gel isoliert und mit eine Ligation über glatte 
Enden in die mit SmaI linearisierten pGL3-Basic-Vector und pGL3-Promoter-Vector 
einkloniert. Die richtige Orientierung wird über Sequenzierung und Restriktionsanalyse 
überprüft. 
 
1.2 pGL3-Promoter-Vector mit doppelten ISRE: 
Weiterhin wird ein mögliches „Interferon Signaling Response Element“ (ISRE) als doppelte 
Basensequenz mit 10 Nukleotiden als Abstandshalter dazwischen (entspricht einer vollstän-
digen Windung der DNA-Doppelhelix) in den pGL3-Promoter-Vector einkloniert. Hierzu 
werden 10µg von den entsprechenden Oligonukleotiden (ISREf und ISREr) bei 80°C für 10 
Minuten vollständig denaturiert. Durch langsames Abkühlen auf Raumtemperatur lagern sich 
die beiden Oligonukleotide entsprechend ihren korrespondierenden Basenpaaren aneinander 
an. Dabei entstehen an den Enden eine Xho1- und eine Sac1-Seite, über die das doppelte 
ISRE in einen entsprechend geöffneten pGL3-Promoter-Vector einkloniert werden kann. Die 
erfolgreiche Ligation wird durch einen entsprechenden Restriktionsverdau überprüft. 
 
 
2. Transfektion der Zellen. 
 
Die Transfektion wird, wie unter „Transiente Transfektion von LMTK--Zellen“ beschrieben, 
durchgeführt. 
 
2.1 Anlegen der Platten: 
Es werden 6-Loch-Platten mit LMTK--Zellen angelegt. 
 
2.2 Transfektion der Zellen: 
Nach 24 Stunden werden die 6 Löcher einer Platte mit je 7,3ug eines pGL3-Konstruktes und 
1,0ug des β-Gal-Plasmids kotransfiziert. 
 
2.3 Induktion der Zellen: 
Nach weiteren 12-24 Stunden werden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und frisches 
Medium zugegeben. Loch 1-3 der 6-Loch-Platte werden mit bestimmten Mengen an IFN-α4 
oder IFN-γ behandelt, während die restlichen Löcher als nicht induzierte Kontrollen belassen 
werden. 
 
3. Proteinextraktion der Zellen und Enzymaktivitäts-Bestimmung: 
 
3.1 Proteinextraktion:   
24 Stunden später werden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, 200µl eiskalter Lysis-
puffer pro Loch zugegeben und für 5 Minuten bei 4°C inkubiert. Anschließend werden die 
Zelllysate in 1,5ml Eppendorf-Gefäße überführt, bei 4°C für 5 Minuten bei 13.000rpm zentri-
fugiert und der Überstand (Proteinextrakt) in neue 1,5ml Eppendorf-Gefäße gegeben und auf 
Eis gelagert bis die jeweiligen Enzymaktivitäten gemessen sind oder für spätere Analysen bei 
-70°C eingefroren. 
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3.2 Bestimmung der Enzymaktivitäten: 
Zur Quantifizierung der β-Galactosidase-Aktivität der einzelnen Proteinextrakte werden 
jeweils 30µl der Proteinextrakte pro Loch und 30µl Lysispuffer als Referenz auf Eis in eine 
96-Loch-Flachboden-Platte pipettiert. Dann werden mit einer Multikanal-Pipette 170µl der 
frisch hergestellten kalten Substrat-Lösung (1:4 Mischung einer ONPG-Lösung und β-Gal-
Reaktions-Puffer) pro Loch zugegeben. Für 1-10 Minuten (bis eine Gelbfärbung zu erkennen 
ist) wird die Reaktion bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei wird das Substrat ONPG (ortho-
Nitrophenyl β-D-galactopyranosid) durch die β-Galactosidase gespalten und in einer Folge-
reaktion durch Oxidation (unter Einwirkung von Luft-Sauerstoff) ein Azofarbstoff gebildet. 
Anschließend wird bei einer Wellenlänge von 405nm die Absorption der Lösung und bei 
einer Wellenlänge von 620nm die unspezifische Absorption der einzelnen Löcher in einem 
ELISA-Meßgerät bestimmt.  
 
Zur Quantifizierung der Luciferase werden 250µl der 1x Reaktionslösung (mit ATP) in 
Röhrchen vorgelegt. Anschließend werden 100µl Proteinextrakt (pGL3-Basic-Konstrukte) 
oder 5µl-20µl (pGL3-Promoter-Konstrukte) zugegeben und das Röhrchen in den Lumino-
meter gestellt. Automatisch wird eine bestimmte Menge der 1x Luciferin-Lösung (mit 
Luciferin) injeziert und während der Dauer von 20 Sekunden die Lichtblitze vermessen. 
 
3.3 Auswertung: 
Zum Vergleich der einzelnen absoluten Luciferase-Werte werden für jeden Proteinextrakt 
relative Werte errechnet. 
 
Rel. Luc.-Wert = abs. Luc.-Wert / OD β-Gal  
 
Für jedes Konstrukt ergeben sich 3 rel. Luc-Werte für Interferon-behandelte und unbehandelte 
Zellen. Aus diesen Werten wird ein Mittelwert errechnet und zum besseren Vergleich in ein 
Balkendiagramm eingetragen. 
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3.6.4 Gentransfer in Ba/F3 mit Hilfe rekombinanter Retroviren 
 
Zur Gewinnung von Ba/F3-Zellen, die Proteine der SIRP- und DAP-Familie stabil expri-
mieren, wird für die nur schwer transfizierbare Zellinie zum Gentransfer ecotrope rekom-
binante Retroviren verwendet. 
 
Einführung: 
Ein replikationskompetenter Retrovirus besteht aus 2 einzelsträngigen RNA-Molekülen mit 
einer Länge von 7-10kb. 
 
 
Ψ     gag                     pol                        env
r  u5
AAA 
u3    r





Abb. 8: RNA-Genom und integriertes DNA-Genom eines Retrovirus 
r oder R (repeat) kennzeichnen eine repetitive Nuleotidsequenz, die an beiden Termini vor-
kommt; u5 oder U5 (unique sequenze) bezeichnen eine Nukleotidsequenz, die auf dem RNA-
Genom nur am 5’-Ende auftritt; LTR (long terminal repeat) ist eine an beiden Termini des 
DNA-Genoms (Provirus) vorkommende Repetition; Ψ markiert das Verpackungssignal; gag 
(gruppenspezifische Antigene), pol (reverse Transkriptase und Integrase) und env (Hüll-
proteine) sind kodierende Regionen; u3 oder U3 (unique sequence) sind eine Nukleotidse-
quenz, die auf dem RNA-Genom nur am 3’Ende auftritt. (Termini sind relativ zum Gesamt-
genom vergrößert)  
 
Rekombinante Retroviren für den Gentransfer werden in erster Linie auf der Basis muriner 
Retroviren, vor allem des Moloney Murine Leukemia Virus (MoMLV), entwickelt. Bei 
murinen Retroviren wird zwischen drei Wirtsbereichen unterschieden. Ecotrope Retroviren 
beschränken sich auf Zellen von Mäusen und Ratten, amphotrope Retroviren besitzen einen 
breiteren Wirtsbereich (neben murinen Zellinien , evtl. Hamster-, Fisch- oder auch humane 
Zellinien) und xenotrophe Retroviren haben ebenfalls einen breiteren Wirtsbereich, jedoch 
schließen sie Mauszellen aus. 
 
  [3.] Methoden 70 
Das retrovirale Gentransfersystem verteilt die funktionellen Einheiten eines Retrovirus auf 
zwei Komponenten, den retroviralen Vektor und die Verpackungszellinie. 
 
a.) Retroviraler Vektor: 
Der retrovirale Vektor ist ein Plasmid, welches vom Provirus nur noch das Verpackungssignal 
Ψ und die retroviralen 5’- und 3’-LTR trägt. Die LTR-Sequenzen flankieren eine Multiple 
Klonierungsstelle für das zu übertragende Gen, sowie gegebenenfalls einen Selektionsmarker. 
Zur Klonierung und Vervielfältigung in Bakterien trägt der retrovirale Vektor noch einen bak-












Abb. 9: Darstellung des verwendeten Vektors zum Gentransfer der SIRPβ-Gene 
Amp R: Ampicillinresistenzgen; MuLVLTR: Long terminal repeats des Moloney Murine 
Leukemia Virus; MuLVGAG: gruppenspezifische Antigene des Moloney Murine Leukemia 
Virus; MCS: Multiple Klonierungsstelle; Puro R: Puromycinresistenzgen; ori: bakterieller 
Origin; Amp R: Ampicillinresistenzgen.  
Des weiteren wird derselbe Vektor mit einem IRES-GFP (Internal ribosomal entry site) 
zwischen der MCS und dem Puro R-Gen zum Gentransfer der DAP-Gene verwendet.  
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b.) Verpackungszellinie: 
 
Die Verpackungszellinie stellt die retroviralen Proteine zur Verfügung, welche für die 
Verpackung der Vektor-RNA und somit für die Erzeugung retroviraler Partikel notwendig 
sind. Sie wird hergestellt, indem Nukleinsäure (Helfergenom), welche für die retroviralen 
Strukturproteine kodiert (gag, pol, env), in eine Zellinie eingeführt wird. Bei diesem Helfer-
genom ist das Verpackungssignal Ψ deletiert, so daß virale RNA, die in der Verpackungs-
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Abb. 10: Darstellung der Verpackungszellinie und Herstellung rekombinanter replikations-defekter 
Retroviren 
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Als Verpackungszellen werden Phoenix-Zellen verwendet, welche sich von 293T-Zellen ab-
leiten. Sie tragen das „gag-pol“-Konstrukt und das „env“-Konstrukt unter verschiedenen 
Promotoren (CMV and RSV), welche nicht mit dem MoMLV-Promotor des retroviralen 
Vektors verwandt sind, um Rekombination weitgehend zu unterbinden. Zudem sind sie, 








- Lipofectamin 2000 (Invitrogen) 
- Opti-Mem Medium (Gibco) 
- retroviraler Expressionsvektor (mit rekombinanter DNA) 





1. Aussäen der Zellen: 
Zur Transfektion werden 2×10 6 Phoenix-Zellen in 4ml Medium in einer beschichteten 50ml- 
Zellkulturflasche ausgesät und über Nacht bei 37°C und 3% CO2 inkubiert. 
 
2. Transfektion: 
Am nächsten Tag werden die Zellen, sobald sie zu 75% konfluent sind, transfiziert. Hierzu 
wird in einem 1,5ml Eppendorf-Gefäß 475µl Opti-MEM-Medium (37°C) mit 25µl Lipofec-
tamin gemischt und in einem weiteren 1,5ml Eppendorf-Gefäß 500µl Opti-MEM-Medium 
(37°C) mit 9µg Plasmid-DNA. Die beiden Mischungen werden bei Raumtemperatur für 5 
Minuten inkubiert und anschließend vereinigt, gut geschüttelt und zur Ausbildung des DNA-
Liposomen-Komplexes für weitere 20 Minuten stehen gelassen. Der komplette Transfektions-
ansatz (1ml) wird anschließend vorsichtig zu den Phoenix-Zellen zugegeben. Die Zellen 
werden über Nacht bei 37°C und 5% CO2 belassen. 
 
3. Medium-Wechsel: 




Nach weiteren 24 Stunden wird der Virus-Überstand von den Phoenix-Zellen abgenommen 
und durch einen 0,2µm-Filter sterilfiltriert. Zur Infektion werden 0,4×106 Ba/F3-Zellen in 
100µl Medium in einer 24-Loch-Platte ausgesät, 1,5ml Virus-Überstand und 1,5µl Polypren-
Lösung (8mg/ml) zugegeben und bei 2500rpm für 3 Stunden zentrifugiert. Anschließend 
werden die Zellen bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 
 
5. Medium-Wechsel: 
Nach 24 Stunden wird das alte Medium abgenommen und 1ml Medium zugegeben. Zur 
Gewinnung von Ba/F3-Zellen mit einem Transgen wird 1µg/ml Puromycin zur Selektion 
zugesetzt. 
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6. Untersuchung der Expression des Transgens: 
Im Falle von DAP12-V5, DAP10-V5 und DAP10s-V5 wird im FACS die GFP-Expression, 
welche in Korrelation zur Expression der DAP-Proteine steht, quantitativ erfaßt.  
Bei den Proteinen der SIRP-Familie (HA-SIRPβ1-V5, HA-SIRPβ2-V5 und HA-SIRPΑ11-L-
V5) werden die Zellen mit entsprechenden Antiköpern gegen das N-terminale Hämagglutinin-
Epitop (HA-Epitop) gefärbt und im FACS auf Expression untersucht. 
 
 
3.7 Weitere Methoden 
 
3.7.1 Photometrische Bestimmung von DNA und RNA 
 
DNA-Lösungen werden im UV-Meter photometrisch bestimmt. Hierzu werden mindestens 
2µl einer DNA-Lösung (1-2µg/µl) mit 400µl ddH2O in einer Quarzglasküvette gemischt und 
die Absorption der DNA bei einer Wellenlänge von 260nm (OD260) gemessen. Die Konzen-
tration der DNA ergibt sich nach folgender Formel: 
 
Menge [µg/µl] = OD260 × 50 × Verdünnungsfaktor/1000 
 
Zur Bestimmung der Reinheit der DNA wird die Absorption bei einer Wellenlänge von 
280nm (Absorptionsmaximum von Proteinen) gemessen. Der Quotient aus OD260 und OD280 
sollte dabei größer als 1,5 sein. 
 
Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wird wie bei DNA-Lösungen verfahren, allerdings 
wird zur Berechnung der RNA-Konzentration folgende Formel verwendet: 
 
Menge [µg/µl] = OD260 × 40 × Verdünnungsfaktor/1000 
 
      
3.7.2 Herstellung von kompetenten Bakterien 
 
Für die Transformation von Plasmid-DNA, werden die Bakterien zur Verbesserung ihrer Auf-
nahmefähigkeit kompetent gemacht. Aus den zahlreichen Methoden für die Herstellung kom-




Puffer: - RF1-Puffer:    30mM Kaliumacetat, pH 5,8  
100mM RbCl     
      50mM MnCl2 
      10mM CaCl2
      15% Glycerin (v/v) 
 
- RF2-Puffer:   10mM MOPS, pH 6,8              
    10mM RbCl 
      75mM CaCl2 
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1. Aufwachsen der Bakterien: 
Mit 20µl Bakteriensuspension (aus einem Glycerolstock) wird eine Vorkultur von 20ml LB-
Medium in einem 50ml-Erlenmeyerkolben angesetzt und bei 37°C geschüttelt. Nachdem die 
Zelldichte bei OD600 = 1,0 liegt, werden 300ml LB-Medium in einem 1l-Erlenmeyer-Kolben 
mit der Vorkultur angeimpft und bei 37°C geschüttelt, bis die Bakteriensuspension eine 
Zelldichte von OD600 = 0,6 hat.  
 
2. Behandlung mit Rubidiumchlorid-Puffer: 
Die Bakterien werden anschließend für 15 Minuten auf Eis abgekühlt und danach in 500ml-
Schraubdeckelgefäße bei 4°C und 3000rpm für 5 Minuten pelletiert. Der Überstand wird ent-
fernt und das Pellet in 70ml RF1-Puffer aufgenommen und 30 Minuten auf Eis inkubiert. 
Dann werden die Bakterien erneut bei 4°C und 3000rpm für 5 Minuten zentrifugiert. Der 
Überstand wird entfernt und das Pellet in 16ml RF2-Puffer resuspendiert und für weitere 15 
Minuten auf Eis aufbewahrt. 
 
3. Einfrieren der Bakterien: 
Die kompetenten Bakterien werden zu 200µl Aliquots in 1,5ml Eppendorf-Gefäße abgefüllt 
und in flüssigen Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert.   
 
 
3.7.3 Transformation von kompetenten Bakterien mit Plasmid-DNA  
 
Zur Transformation von kompetenten Bakterien wird aus den gängigen Methoden der 




- kompetente Bakterien 
- Plasmid-DNA oder Ligationsansatz 
- Agarplatten (mit entsprechendem Antibiotikum zur Selektion und gegebenenfalls X-Gal und 
                        IPTG zur Blau/Weiß-Selektion) 
- LB-Medium 
 
1. Mischung von Plasmid und Bakteriensuspension: 
Hierzu werden 200µl kompetente Bakterien von -70°C auf Eis langsam aufgetaut. Anschlies-
send gibt man 5µl von 20µl Ligationsansatz oder 10-50ng Plasmid-DNA zur Suspension und 
inkubiert das Gemisch für weitere 30 Minuten auf Eis. 
 
2. Hitzeschock: 
Danach erwärmt man die Bakteriensuspension für 90 Sekunden auf 42°C. Hierbei wird die 
angelagerte Plasmid-DNA durch entstandene Poren, welche sich kurzzeitig aufgrund des 
Hitzeschocks in der Zellwand und Zellmembran bilden, von den Bakterien aufgenommen.  
 
3. Aufwachsen der Bakterien: 
Nach Zugabe von 800µl LB-Medium, wird die Bakteriensuspension bei 37°C für 1 Stunde in 
einem 1,5ml Eppendorf-Gefäß geschüttelt. Dabei wachsen sowohl transformierte als auch 
nicht transformierte Bakterien. 
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4. Selektion auf transformierte Bakterien: 
Die Selektion der transformierten Bakterien erfolgt anschließend durch Ausplattierung von 
200µl und 800µl der Zellsuspension auf Agarplatten (mit entsprechendem Antibiotikum zur 
Selektion und gegebenenfalls X-Gal und IPTG zur Blau/Weiß-Selektion) unter Verwendung 
eines Drigalski-Spatels. Die Agarplatten werden anschließend über Nacht bei 37°C inkubiert. 
 
Gewachsene Kolonien werden am nächsten Tag auf erfolgreiche Transformation analysiert.  
 
Anmerkung:  Bei Verwendung von kompetenten Bakterien der Firma Actif Motiv werden  
nur 25µl der Bakterien für eine Transformation verwendet. 
 
 




- 2ml Gryo-Röhrchen 
- Glycerol 70% (v/v) 
 
1. Einfrieren: 
800µl Bakterienkultur (OD600 zwischen 0,8 und 1,5) werden mit 800µl 70%Glycerol(v/v) in 
einem 2ml Gryo-Röhrchen gemischt und bei –70°C eingefroren und gelagert.   
 
2. Auftauen: 
Die Bakterienkultur wird auf Eis langsam aufgetaut und die gewünschte Menge entnommen. 
Anschließend kann die Kultur wieder bei –70°C eingefroren werden.  
 
 




- Ampicillin-Stammlösung:  50mg/ml in Aqua ad injectabilia, aliquotiert bei -20°C 
- Kanamycin-Stammlösung: 15mg/ml in Aqua ad injectabilia, aliquotiert bei -20°C 
 
- X-Gal:  40mg/ml X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl β-D-galactopyranosid)  
  (Stammlösung) in DMF (Dimethylformamid)  
in 15ml Polypropylengefäß lichtgeschützt bei –20°C lagern 
 
100mM IPTG: 23,83mg/ml IPTG (Isopropyl β -D-1-thiogalactopyranosid) 
 (Stammlösung) in VE-Wasser 
in 1ml-Aliquots in 1,5ml Eppendorf-Gefäße bei –20°C lagern 
 
1. Herstellen der Agar-Platten: 
Entsprechende Menge an LB-Medium wird in eine Glasflasche abgefüllt und mit 2% Agar 
versetzt. Die Suspension wird in der Mikrowelle (Deckel der Glasflasche nur leicht aufsetzen) 
solange gekocht, bis eine klare Lösung entsteht. Anschließend läßt man die Lösung auf 40°C 
abkühlen, gibt dann die gewünschte Menge an Antibiotika zu (Ampicillin 150µg/ml, Kana-
mycin 15µg/ml) und füllt unter der Hood (steril) Petrischalen mit je 15ml. Nach dem Erstar-
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Zur Blau/Weiß-Selektion (für das „TOPO-Cloning-Verfahren“) wird die  Oberseite der LB-
Agar-Platte mit 40µl einer X-Gal Stamm-Lösung und 40µl einer 100mM IPTG Stamm-








- aufgereinigtes Protein (GST oder GST-IgV) 
 
- Na2CO3-Puffer 
   0,05M Na2CO3; pH 9,6        
- KH2PO4-Puffer 
   0,1M KH2PO4; pH 6,0 
 
- Wasch-Lösung 
   0,05% Tween 20 (v/v) 
   in PBS  
    
- Blockierungs-Lösung 
   5% Magermilchpulver (w/v) 
   0,05% Tween 20 (v/v) 




Als Nachweis für die spezifische Bindung von Antikörper (aus Antiseren oder Überständen 
von antikörperproduzierenden  Hybridoma) an rekombinantes aufgereinigtes Protein wird als 
direkter Bindungstest ein ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) durchgeführt.  
 
1. Beschichten der Platten mit rekombinanten aufgereinigtem Protein: 
 
1.1 Beschichten: 
Aufgereinigtes Protein wird in einer Konzentration von 1µg/ml in Na2CO3-Puffer verdünnt 
und 100µl pro Loch mit einer Multikanalpipette auf 96-Loch-Rundboden-Platten verteilt. 
Anschließend werden die Platten über Nacht bei 4°C auf einer Wippe inkubiert. Dabei wird 
ein Teil der Proteinmoleküle kovalent an die Platte gebunden. 
 
1.2 Waschen: 
Am nächsten Tag wird der Überstand mit nichtgebundenen Proteinmolekülen entfernt und die 
Platte leicht auf Einmalhandtüchern ausgeklopft. Dann wird mit einer Multikanalpipette 
200µl Wasch-Lösung pro Loch zugegeben, abgekippt und die Platte auf Einmalhandtüchern 
wieder leicht ausgeklopft. Der Waschvorgang wird noch zweimal wiederholt. 
1.3 Blockierung möglicher unerwünschter Bindungsstellen: 
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Damit die zu testenden Antikörper nur an dem aufgereinigten Protein binden, werden andere 
mögliche Bindungsstellen an der Oberfläche des Lochs mit einer Blockierungs-Lösung 
blockiert. Diese wird mit einer Multikanalpipette in einem Volumen von 200µl pro Loch auf 
der Platte verteilt. Anschließend kann die Platte nach einer Stunde Inkubation bei 37°C oder 
über Nacht bei 4°C für den ELISA verwendet werden. Zur längeren Lagerung (bis maximal 6 




2.1 Zugabe von Antikörper:  
Die Blockierungs-Lösung wird entfernt und die Platten leicht auf Einmalhandtüchern ausge-
klopft. Dann wird pro Loch die gewünschte Menge an Antiserum oder 30-50µl Überstand von 
Hybridoma mit Hilfe einer Multikanalpipette zugegeben und eine Stunde bei Raumtemperatur 
auf einer Wippe inkubiert. Innerhalb dieser Zeit kann spezifischer Antikörper an die Protein-
moleküle binden. 
 
2.2 Abwaschen von nichtgebundenem Atikörper: 
Wie unter 1.2 beschrieben wird das Antiserum oder der Überstand mit dem Anteil von nicht 
gebundenem Antikörper entfernt und die Platte drei Mal mit Wasch-Lösung gewaschen. 
 
2.3 Zugabe des Peroxidase-gekoppelten Zweitantikörper: 
Mit einer Multikanalpipette wird in jedes Loch 100µl der entsprechenden Antikörper-Verdün-
nung in Wasch-Lösung gegeben und 1 Stunde bei Raumtemperatur auf einer Wippe inkubiert. 
Innerhalb dieser Zeit kann der Zweitantikörper an den Fc-Teil des gebundenen Erstantikörper 
koppeln. 
 
2.4 Abwaschen von nichtgebundenem Zweitantikörper: 
Wie unter 1.2 beschrieben wird die Antikörper-Verdünnung abgekippt und die Platte drei Mal 
mit Wasch-Lösung gewaschen. 
 
2.5 Substratreaktion: 
In einem KH2PO4-Puffer wird 1mg/ml 1,2-Phenylendiamin unter Lichtausschluß gelöst. An-
schließend wird 3% H2O2-Lösung in einer Endkonzentration von 1:100 zugegeben. Jedes 
Loch wird mit 100µl dieser Substratlösung mit Hilfe einer Multikanalpipette gefüllt und an-
schließend für 1 bis 30 Minuten unter Lichtausschluß bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei 
wird, falls gebundener Peroxidase-gekoppelter Zweitantikörper vorliegt, das 
Wasserstoffperoxid in Wasser und reaktiven Sauerstoff gespalten, welcher in einer 
Folgereaktion das 1,2-Phenylendiamin in einen farbigen Azofarbstoff umwandelt. Hierbei 
steht die Menge an far-bigem Azofarbstoff in direktem Verhältnis zur Menge an Peroxidase-
gekoppeltem 2. Anti-körper und damit indirekt zur Menge an spezifisch gebundenem 
Erstantikörper. 
Nach makroskopisch erkennbarer Verfärbung wird die Reaktion in jedem Loch mit 50µl 2M 
H2SO4 abgebrochen und die Absorption bei einer Wellenlänge von 492nm in einem ELISA-
Meßgerät gemessen.  
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3.7.7 FACS-Analyse von Zellen 
 
Zur Untersuchung der Proteinexpression, des Zellzyklus und der Apoptose von Zellen kann 
eine Analyse mit einem fluoreszenzaktivierten Durchflußzytometer durchgeführt werden. Die 
Zellen werden hierzu mit einem fluoreszierenden Farbstoff (Fluorescein-Isothiocyanat, FITC; 
grün fluoreszierendes Protein, GFP; Phycoerythrin, PE; Propidium-Iodid, PI; etc.) direkt (bei 
Verwendung von PI zur DNA-Markierung oder GFP) oder über einen Antigen-Antikörper-
Komplex gefärbt. Hierbei können durch Permeabilisierung der Zellmembran auch die intra-
zellulären Proteine oder andere Strukturen gefärbt werden.  
Die gefärbten Zellen werden im Durchflußzytometer mit Hilfe einer speziellen Vorrichtung 
aus einem Probengefäß angesaugt, in einen Hüllstrom eingeschlossen und vereinzelt. Sie 
durchdringen einzeln nach Austritt aus dem Hüllstrom einen Laserstrahl, der die fluores-
zierenden Farbstoffe und autofluoreszierenden Strukturen der Zelle anregt. Die Fluoreszenz 
wird über entsprechende Halbspiegel in Wellenlängenbereiche zerlegt und trifft dann auf den 
zugehörigen Detektor (FL1-Kanal, FL2-Kanal, FL3-Kanal, etc.), der das Signal amplifiziert 
und an den Rechner weiterleitet. Überschreitet das Signal einen bestimmten Schwellenwert, 
so erkennt der Rechner die Zelle als gefärbt an. Die Färbung der einzelnen Zellen kann in 
einem Histogramm (Zellzahl gegen Farbintensität) aufgetragen werden und zeigt dem Benutz-
er nach Analyse von mehreren 1000 Zellen an, ob und in welcher Menge das zu untersuchen-
de Makromolekül in der gefärbten Zellpopulation vorhanden ist. 
Durch Verwendung eines fluoreszenzaktivierten Zellsortierer (FACS) werden die Zellen, die 
vom Rechner als gefärbt erkannt werden, elektrisch aufgeladen, abgelenkt und in einem sepa-
raten Probengefäß gesammelt.  
 
Bei den Proteinen der SIRP-Familie handelt es sich um Transmembranproteine, deren extra-
zellulärer Anteil gut durch entsprechende Antikörper zu markieren ist. Deshalb muß zur Ana-
lyse der Expression der Proteine die Zellen nicht permeabilisiert werden. 
Im Falle der DAP-Proteine kann die Expression der zum Großteil intrazellulär orientierten 
Transmembranproteine in stabil transformierten Ba/F3-Zellen über die Expression des nach-
geschalteten IRES-GFP im FACS analysiert werden. 
 











Anti-HA-FITC (SIGMA) (Maus IgG1) 1:200 
Anti-HA (SIGMA) (Maus IgG1) 1:200 
gαm-PE (Dianova)  1:400 





- Wasch-Lösung: PBS mit 0,5% BSA  
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1. Zugabe des Erstantikörpers: 
0,25 bis 1x106 Zellen/25µl werden in einem 1,5ml Eppendorf-Gefäß oder einem Loch einer 
96-Loch-Rundbodenplatte mit Erstantikörper in 50µl Wasch-Lösung verdünnt oder 100µl 
Hybridom-Überstand für 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wird kurz 
geschüttelt (bei einer 96-Loch-Platte mit dem Schüttler oder durch leichtes „Anschnippen“ 
des Eppendorf-Gefäßes). Dann erfolgt eine weitere Inkubation von 15 Minuten. 
 
2. Waschen der Zellen: 
Zu der Zellsuspension gibt man das entsprechende Volumen an Wasch-Lösung zu (1ml für 
Eppendorf-Gefäß, 200µl für 96-Loch-Platte), schüttelt kurz und zentrifugiert bei 1.500rpm für 
5 Minuten. Anschließend wird der Überstand entfernt (Abkippen der Platte auf Einmalhand-
tücher oder Abnahme mit der Pipette bei Verwendung eines Eppendorf-Gefäßes) und das 
Zellpellet im restlichen Überstand durch Schütteln resuspendiert. Dieser Schritt wird noch 
mal wiederholt. 
 
3. Zugabe des Zweitantikörpers: 
Zu den resuspendierten Zellen gibt man den fluoreszenzmarkierten Zweitantikörper in 50µl 
Wasch-Lösung verdünnt zu und inkubiert bei Raumtemperatur für 15 Minuten. Nach kurzem 
Schütteln wird für weitere 15 Minuten inkubiert.    
 
4. Waschen der Zellen: 
Das Waschen der Zellen erfolgt wie unter 2. beschrieben. 
 
5. Vorbereitung für FACS: 
Die Zellen werden in 100µl-500µl PBS resuspendiert und je nach Volumen in kleine oder 
große FACS-Röhrchen überführt. Dann können die Zellen direkt analysiert werden oder auch 





Zur Einstellung des „forward- und sideward-scatter“ eine größere Menge (1-2x106) ungefärb-
te Zellen bereitstellen. 
 
Als weitere Kontrolle ein Aliquot der Zellen nur mit dem Zweitantikörper färben, um gege-
benenfalls den „Background“ mit einzubeziehen. 
 
Beim Sortieren der Zellen werden 1x106 Zellen entsprechend dem Protokoll mit doppelter 
Menge an Antikörper gefärbt. Es werden maximal 5% der Population an stark exprimierenden 
Zellen in eine 24-Loch-Platte mit 1ml Medium sortiert und weiter kultiviert. 
 
Bei direkt markierten Erstantikörper entfällt die 2. Färbung.      
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3.7.8 Gewinnung monoklonaler Antikörper und Antiserum 
 
Jede B-Zelle produziert nach ihrer Reifung in der Milz einen einzigen Antikörpertyp, dessen 
variable Antigenbindungsstelle unverändert bleibt. Durch wiederholte Immunisierung  mit 
einem bestimmten Antigen (z.B.: rekombinanten aufgereinigten Protein) wird ein Teil der B-
Zellen in der Milz heranreifen, welche eine hohe Affinität zu bestimmten Epitopen des Anti-
gens besitzen. 
Diese hochaffinen Antikörper werden in großer Menge als lösliche IgM und IgG von aktivier-
ten B-Zellen in das Blut abgegeben. Durch vollständiges Entbluten des immunisierten Tieres 
kann ein Serum gewonnen werden, welches einen hohen Titer an Antikörper mit Spezifität 
gegen das Immunogen aufweist. Dieses sogenannte Antiserum kann für den Nachweis des 
Proteins beispielsweise in der Immunpräzipitation oder im Immunblot verwendet werden. 
Des weiteren kann man zur Gewinnung von Antikörpern desselben Genotyps die Milz ent-
nehmen und die reifen B-Zellen mit einer Myelomzellinie (welche keine Antikörper pro-
duziert) fusionieren. Bei einer Fusion (durch vorsichtiges Mischen der Zellen in Polyethylen-
glykol 1500) wird nur ein kleiner Anteil der Myelom-Zellen mit Milz-Zellen verschmelzen. 
Die nicht fusionierten Zellen, fusionierte Milzzellen oder Myelomzellen müssen daher ent-
fernt werden. Die Milzzellen sterben natürlicherweise nach wenigen Tagen. Die Myelom-
Zellen haben dagegen ein unbegrenztes Wachstum und müssen selektiv abgetötet werden. 
Dies gelingt durch Zugabe von Hypoxanthin, Aminopterin (Hemmstoff des Purin-und des 
Thymidin-Biosyntheseweg) und Thymidin (HAT-Medium). Myelomzellen sind auf die de 
novo Biosynthese der Purine und des Thymidins angewiesen und können im Gegensatz zu 
normalen Zellen mit den Vorstufen Hypoxanthin oder Thymidin den Aminopterin-Block 
nicht umgehen, da ihnen die Enzyme Thymidinkinase oder Hypoxanthin-Guanin-Phospho-
ribosyltransferase fehlen. Sie sterben daher ab und es bleiben nur noch die fusionierten 
Hybridzellen übrig, welche einerseits die unbegrenzte Wachstumsfähigkeit der Myelom-
zellinie besitzten und andererseits die Fähigkeit der B-Zelle haben, Antikörper zu produ-
zieren. Zudem werden die fusionierten Zellen durch Ausplattieren auf mehrere 96-Loch-
Platten vereinzelt, so daß möglichst nur einzelne Klone (Hybridome) in den Löchern auf-
wachsen. Aus den anwachsenden Hybridomen sucht man sich die Hybridome aus, die einen 
Antikörper mit möglichst hoher Spezifität gegen das Immunogen produzieren. Diese werden 
mehrfach subkloniert, indem man sie wieder aus einzelnen Zellen auf einer 96-Loch-Platte 
heranwachsen lässt. Dies ist notwendig, um stabile Hybridome zu erhalten, da nach der 
Fusion die Hybridzellen noch einen doppelten oder sogar mehrfachen Chromosomensatz 
tragen und die ersten Hybridome meistens ein uneinheitliches Spektrum an antikörper-
sezernierenden Zellen aufweisen. Nach jedem Subklonierungsschritt muß nach dem besten 
Hybridom erneut gesucht werden. Schließlich erhält man ein Hybridom, welches sich nur von 






Material: - Freund’sches Adjuvans 
 
Zur Immunisierung einer Ratte wird ein aufgereinigtes bakterielles Fusionsprotein aus 
Glutathion S Transferase (GST) und der 1. IgV-Domäne von SIRPβ1 verwendet (vgl. Gewin-
nung und Aufreinigung von rekombinantem Protein). Eine entsprechende Proteinmenge wird 
der Ratte am ersten Tag als Bolus-Injektion in einer 1:1 Mischung mit Freund’schen Adju-
vans subcutan (s.c.) verabreicht. In bestimmten Zeitintervallen erfolgen weitere Immunisier-
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ungen direkt ins Peritoneum (1. Intervall 3 Wochen und letzte Injektion 3 Tage vor 






Menge an Protein [µg] 
 
Injektion 
1 350µg 1:1 Mischung mit Freund’sches Adjuvans s.c. 
21 260µg i.p. 
31 400µg i.p. 
40 200µg i.p. 
50 250µg i.p. 
53 250µg i.p. 
 
 
2. Gewinnung von Antiserum: 
 
Nach der letzten Immunisierung wird die Ratte 3 Tage später unter CO2-Begasung einge-
schläfert und entblutet. Aus dem Rattenblut kann durch zweimaliges Zentrifugieren für 10 
Minuten bei 4°C und 3000rpm (Pelletieren der agglomerierten Blutzellen) 3ml Anti-Serum 
gewonnen werden. 
 




- sterile Schere, Pinzette und Mull 
 
- Kolben einer 20ml-Einmalspritze 
 
- Polyethylenglykol 1.500 (Roche) 37°C 
 
- Selektionsmedium: 37°C 
RPMI-Medium  
10% FBS 
1% Penicillin/Streptomycin-Lösung (Gibco) 
HAT –Medium (SIGMA) 
 
- Ag8-Zellen (Myelomzellinie) in exponentieller Wachstumsphase 
 
3.1 Gewinnung von Feeder-Zellen:  
Als Feeder-Zellen werden Peritoneal-Zellen aus 8 Mäusen isoliert. Hierzu wird den getöteten 
Mäusen das Bauchfell entfernt, anschließend die Bauchhöhle aufgeschnitten und der Bauch-
raum mit einer Pasteurpipette mehrmals sorgfältig mit PBS ausgespült. Die isolierten Zellen 
werden in einem 50ml-Falcon-Gefäß gesammelt, einmal gewaschen und gezählt. Es können 
30×106 Peritoneal-Zellen gewonnen werden.  
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3.2 Gewinnung der Milzzellen: 
Anschließend wird die Milz steril entnommen und in einer Petrischale mit 2ml PBS und 
einem sterilen Kolben einer 20ml-Einmalspritze zerkleinert. Danach werden die Milzzellen 
durch Mull in ein 50ml-Falcon-Gefäß filtriert und bei 1.800rpm pelletiert. Der Überstand wird 
entfernt und die Zellen zum Zählen in entsprechendem Volumen PBS resuspendiert. Insge-
samt können 185×106 Milz-Zellen isoliert werden. 
 
3.3 Vorbereitung der Myelom-Zellen: 
Die zur Fusion bestimmten Myelom-Zellen (Ag8) werden bei 1.800rpm pelletiert und das 
Medium entfernt. Das Zell-Pellet wird einmal mit PBS gewaschen und anschließend in ent-




Danach werden die Milzzellen mit den Myelomzellen in einem 50ml-Falcon-Gefäß gemischt, 
bei 1.800rpm pelletiert und der Überstand vorsichtig entfernt. Das Pellet wird durch leichtes 
Klopfen gelöst und anschließend mit einer Pipette innerhalb von 1 Minute 2,5ml einer Poly-
ethylenglykol 1500-Lösung zugegeben. Durch vorsichtiges Rühren mit der Pipettenspitze 
wird dabei das Zellpellet resuspendiert. Danach wird die Zellsuspension für weitere 90 
Sekunden mit der Pipette durchmischt. Zur Zellsuspension werden nun innerhalb von 2 Minu-
ten 2,5ml, innerhalb von weiteren 5 Minuten 15ml und zum Schluß langsam nochmals 15ml 
serumfreies RPMI-Medium unter ständigem Mischen zugegeben. Anschließend werden die 
35ml Zellsuspension für 5 Minuten bei 37°C inkubiert.  
 
3.5 Mischen und Ausplattieren von Feeder und fusionierten Zellen: 
Nach der Inkubation wird die Zellsuspension mit den Peritoneal-Makrophagen und 465ml 
Selektionsmedium gemischt und 150µl pro Loch mit einer Multikanalpipette auf 36 96-Loch-
Platten ausplattiert. Die Platten werden anschließend bei 37°C und 5%CO2 inkubiert. Pro 








- RPMI-Medium (10%FBS) 
- SIRPβ1+-Ba/F3-Zellen 
- Ba/F3-Zellen wild typ (wt)  
 
- Wasch-Lösung:  0,5% BSA (Albuminfraktion von Rinderserum) 
   in PBS 
 
- Zweitantikörper: gαr-PE   
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4.1 Sammeln von Überständen: 
 
Nach 12 Tagen werden alle 36 96-Loch-Platten makroskopisch angeschaut und Löcher mit 
sichtbaren Klonen an der Unterseite markiert. Von den markierten Löchern wird 100µl Über-
stand abgenommen und in eine neue 96-Loch-Rundbodenplatte pipettiert. Das Loch wird an-
schließend wieder mit Medium aufgefüllt.1150 Überstände können auf 12 Platten A-M  ge-
sammelt werden. 
 
4.2 FACS-Analyse der gesammelten Überstände: 
 
4.2.1 Platten mit Zellen beschichten: 
Pro Platte werden 19,2×106 SIRPβ1+-Ba/F3-Zellen und 4,8×106 Ba/F3-wt-Zellen in einem 
50ml-Falcon-Gefäß gemischt, bei 1800rpm pelletiert, der Überstand entfernt und anschlies-
send in 2,4ml PBS resuspendiert. Mit einer 8-Kanal-Pipette werden 25µl der Zellsuspension 
pro Loch ausplattiert. Daraus resultiert eine 1:4-Mischung von 50.000 Ba/F3-wt-Zellen und 
200.000 SIRPβ1+-Ba/F3-Zellen pro Loch. 
 
4.2.2 Zugabe der Hybridom-Überstände: 
Mit einer 8-Kanal-Pipette werden die gesammelten Überstände komplett auf die mit Zellen 
beschichteten Platten übertragen. Die Platten werden anschließend 15 Minuten bei Raumtem-
peratur inkubiert, dann kurz bei 900rpm auf einem Schüttler gerüttelt und anschließend für 
weitere 15 Minuten stehen gelassen. 
 
4.2.3 Waschen der Zellen: 
Die Platten werden nochmals bei 900rpm geschüttelt. Danach werden mit einer Multikanal-
Pipette 100µl Wasch-Lösung pro Loch zugegeben und die Platten bei 1.500rpm und Raum-
temperatur zentrifugiert. Dann werden die Platten vorsichtig mehrmals auf Einmalhand-
tüchern umgekippt und dabei der Überstand entfernt. Anschließend werden die Zellen durch 
Schütteln bei 900rpm in dem verbleibenden Überstand resuspendiert. Es erfolgt die Zugabe 
von 200µl Wasch-Lösung pro Loch mit einer Multikanalpipette. Anschließend werden die 
Platten  wieder für 5 Minuten bei Raumtemperatur und 1.500rpm zentrifugiert. Der Überstand 
wird vorsichtig entfernt, das Zellpellet durch Schütteln in verbleibendem Restvolumen gelöst 
und der Waschschritt nochmals wiederholt. 
 
4.2.4 Zugabe von Zweitantikörper: 
Für eine Platte werden 2,4ml Wasch-Lösung mit 24µl des Zweitantikörpers gemischt. Pro 
Loch wird mit einer Multikanal-Pipette 25µl der Antikörper-Lösung zugegeben und für 15 
Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Anschließend wird die Platte kurz ge-
schüttelt und für weitere 15 Minuten im Dunkeln stehen gelassen.  
  
4.2.5 Waschen der Zellen: 
Das Waschen der Zellen erfolgt wie unter 4.2.3 beschrieben. 
 
4.2.6 FACS-Analyse der gefärbten Zellen 
Die Zellen werden mit einer Multikanal-Pipette in 100µl PBS pro Loch  resuspendiert und die 
Suspension in kleine FACS-Röhrchen überführt. Dann werden die kleinen FACS-Röhrchen in 
die für das FACS erforderlichen gößeren Röhrchen (zur Erhaltung des Vakuums) gestellt. An-
schließend wird jede gefärbte Probe am FACS analysiert. Hierzu werden die notwendigen 
Einstellungen mit ungefärbten SIRPβ1+-Ba/F3-Zellen durchgeführt. 
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Bei den Messungen der einzelnen Proben können 3 mögliche Fälle auftreten: 
 
a.) Alle Zellen zeigen keine Färbung im PE-Kanal 
→ Überstand des Hybridoms enthält keinen Antikörper der spezifisch an SIRPβ1 oder 
anderen Oberflächen-Proteinen von Ba/F3-Zellen bindet 
b.) Alle Zellen zeigen eine Färbung im PE-Kanal 
→ Überstand des Hybridoms enthält Antikörper, die spezifisch an Oberflächen-
Proteine von Ba/F3-Zellen binden 
c.) 80% der Zellen zeigen eine Färbung im PE-Kanal 
→ Überstand des Hybridoms enthält Antikörper, welche spezifisch nur an SIRPβ1 
binden  
 
Die Hybridome, deren Überstände Fall c entsprechen, werden für die Subklonierung vorge-
merkt. Nach Analyse von 1150 Überständen werden die 15 besten Hybridome subkloniert. 
 
4.2.6 Subklonierung von positiven Hybridom-Zellen: 
Zur Subklonierung von Hybridomen wird für jedes Hybridom eine 96-Loch-Platte mit Milz-
Zellen beschichtet. Hierzu werden die Milz-Zellen, wie unter 3.2 beschrieben isoliert, in Me-
dium resuspendiert und mit einer Multikanal-Pipette 100µl/Loch in 15 96-Loch-Platten aus-
plattiert. 
Die Hybridom-Zellen werden mit einer Pipette resuspendiert und 75µl der Zellsuspension in 
einem 1,5ml Eppendorf-Gefäß mit 825µl Medium gemischt. Dann werden 100µl der Verdün-
nung in jedes Loch der ersten Reihe der 96-Loch-Platte gegeben. Anschließend wird mit einer 
8-Kanal-Pipette 100µl der Zellsuspension der 1. Reihe entnommen, in die 2. Reihe gegeben, 3 
Mal durch Auf- und Abpipettieren durchmischt. 100µl dieser Zellsuspension in die 3. Reihe 
gegeben, gmischt, 100µl davon in die 4.Reihe gegeben, usw. Dadurch erhält man eine 1:1-
Verdünnungsreihe in Reihe 1 bis 12 und gewährleistete eine gute Vereinzelung des gewählten 
Einzell-Klon. 
 
4.2.7 Durchsuchen der subklonierten Hybridom-Zellen: 
Die Analyse der einzelnen Überstände auf spezifische Antikörper gegen SIRPβ1 über FACS 
ist sehr aufwendig und kostspielig. Deshalb wird für die subklonierten Zellen die Analyse 
zum Teil mit Hilfe eines ELISA durchgeführt. 
Hierzu werden 96-Loch-Rundbodenplatten, welche mit rekombinanten GST-IgV oder GST 
beschichtete sind, verwendet (siehe unter „ELISA“). 
Die 96-Loch-Platten, mit den subklonierten Hybridom-Zellen, werden nach 14 Tagen unter 
dem Mikroskop angesehen und die Löcher, in denen mehrere oder auch Einzelklone gewach-
sen waren, dokumentiert. Anschließend wird mit 100µl Medium pro Loch, die Platten aufge-
füllt. 
Nach weiteren 2-3 Tagen werden je 30µl der Überstände von sechs Reihen, die bevorzugt 
Einzelklone enthalten, für einen ELISA mit GST- und GST-IgV-beschichtete Platten über-
tragen. Durch den ELISA mit GST-beschichteten Platten kann verifiziert werden, daß die 
klonierten Hybridome keine Antikörper gegen GST produzieren. Bei dem ELISA mit GST-
IgV-beschichteten Platten, kann eine spezifische Antikörperbindung an Epitope der IgV-
Domäne nachgewiesen werden. Zur Verifizierung werden weitere 100µl der Überstände von 
den besten Einzelklonen genommen und in einer neuen 96-Lochplatte zur FACS-Analyse 
gesammelt, die nach oben dargestelltem Verfahren (4.2.1-4.2.6) durchgeführt wird. Nach 
Bestätigung des ELISA-Ergebnisses wird der beste Einzelklon nochmals subkloniert.  
Bei einigen Überständen kann keine Reaktivität der Antikörper im ELISA  nachgewiesen 
werden. Dies kann einerseits bedeuten, daß die Hybridom-Zellen, welche einen SIRPβ1-
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spezifischen  Antikörper produzieren beim Subklonieren verlorengegangen sind, oder daß der 
Überstand Antikörper enthält, welche nur das native Protein auf Zellen erkennen und nicht 
das rekombinante Protein. Deshalb wird von diesen Platten wahllos die Überstände von 5 
Löchern mit Einzelklonen oder mehreren Klonen genommen und auf einer neuen 96-Loch-
Platte übertragen, die dann im oben dargestellten Verfahren (4.2.1-4.2.6) auf ihre Reaktivität 
gegen natives SIRPβ1 im FACS untersucht werden. Die besten Einzelklone werden anschlies-
send für eine weitere Subklonierung verwendet.         
 
!4 Tage nach Abnahme der ersten 1150 Überstände können weitere 500 Überstände von Hy-
bridomen abgenommen werden und nach oben beschriebenen Verfahren analysiert werden.            
 
 
3.7.9 Stimulation von Zellen mit Natriumpervanadat 
 
Natriumpervanadat (PV) bindet irreversibel an das aktive Zentrum der zellulären Protein-
tyrosin-Phosphatasen (PTP) und oxidiert die katalytisch aktive Aminosäure Cystein zur 
Cysteinsäure (-SO3H), so daß Substrate (mit Phosphotyrosinen) nicht mehr gebunden werden 
können. Aufgrund dieser Gleichgewichtsstörung zwischen Phosphorylierung und Dephospho-
rylierung liegen zahlreiche Proteine, die Substrate von Tyrosinkinasen und PTP sind, phos-
phoryliert vor. Durch Untersuchung einzelner Proteine aus Extrakten von PV-behandelten 
Zellen kann man zum einen herausfinden, ob diese Proteine an Tyrosinen phosphoryliert 




- 100mM H2O2-Lösung: 100mM H2O2 
    20mM Hepes; pH 7,3 
- Natriumorthovanadat 
 
- Katalase (5000U/ml) Applichem 
 
- H2O2/Katalase-Lösung: 25mM H2O2 
                500U/ml Katalase (immer frisch herstellen) 
 
1. Herstellung von Natriumpervanadat: 
 
a.) Herstellung von 100mM Natriumvanadat-Lösung:  
 
Eine 100mM Natriumvanadat-Lösung (in ddH2O) wird solange im Reagenzglas mit 
dem Bunsenbrenner erhitzt, bis die Lösung keine Gelbfärbung mehr zeigt. Die Lösung 
wird anschließend in Eppendorf-Gefäße aliquotiert und bei -20°C eingefroren. 
 
b.) Herstellung von Natriumpervanadat-Lösung: 
 
100mM Natriumvanadat-Lösung wird auf Eis langsam aufgetaut. Dann werden in 
einem Eppendorf-Gefäß 5mM Natriumvanadat-Lösung, 25mM H2O2-Lösung in 
ddH2O gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei kommt es zur 
Oxidation von Vanadat zu Pervanadat. 
Anschließend werden zur Deaktivierung von überschüssigem H2O2 500U/ml an 
Katalase zugesetzt und für weitere 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
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2. Stimulation der Zellen: 
 
2.1 Ausplattieren von Ba/F3-Zellen: 
In mindestens 3 Löcher einer 6-Loch-Platte werden je 107 Ba/F3-Zellen in 1ml Medium (ohne 
FBS) ausplattiert.  
 
2.2 Stimulation der Zellen: 
- In Loch 3,4,6,… gibt man die gewünschte Menge an 5mM Natriumpervanadat-Lösung zu     
  (Endkonzentration 0,5-1mM) und füllt auf 2ml mit Medium (ohne FBS) auf. 
 
- In Loch 2 gibt man 1mM H2O2/Katalase-Lösung zu und füllt auf 2ml mit Medium (ohne  
   FBS) auf (H2O2-Kontrolle). 
  
- Das Loch 1 wird nur mit Medium auf 2ml aufgefüllt (Kontrolle). 
 
Die Zellen werden anschließend bei Raumtemperatur für 5-30 Minuten inkubiert. 
  
3. Lyse der Zellen: (alle Schritte im Kühlraum bei 4°C) 
 
Die Zellen jedes Lochs werden in ein 2ml Eppendorf-Gefäß überführt, für 5min bei 1500rpm 
zentrifugiert und anschließend mit NP40-Lysispuffer (mit 1mM Natriumpervanadat), wie 
unter „Protein-Extraktion“ beschrieben, lysiert.  
 
Die Proteinextrakte können dann für einen Immun-Blot und eine Immunpräzipitation gegen 
das zu untersuchende Protein verwendet werden.   
 
 
3.7.10 Bioinformatische Analysenmethoden 
 
Zur Analyse von DNA-und Proteinsequenzen wurden verschiedene Programme aus HUSAR 
(human sequence analysis resource) verwendet. 
 
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) zum Vergleich von DNA- und Proteinsequen-
zen mit Datenbanken. 
 
GAP vergleicht 2 DNA- oder Protein-Sequenzen miteinander und versucht dabei die größt-
möglichste Übereinstimmung mit möglichst kleinen Lücken der beiden Sequenzen zu finden. 
 
Translate übersetzt eine vorgegebene cDNA in die zugehörige Proteinsequenz. 
 
Findpatterns sucht innerhalb einer bestimmten Sequenz oder Datenbank(en) (DNA/Protein) 
nach einer vorgegebenen Sequenz. 
 
Factor sucht innerhalb einer vorgegebenen DNA-Sequenz mit Hilfe von Datenbanken nach 
bestimmten Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren.   
 




[3.7] Weitere Methoden 89
SignalSeq erkennt mögliche Schnittstellen innerhalb einer Protein-Sequenz, an denen ein 
Signalpeptid abgespalten werden könnte. 
 
PepStats gibt eine kurze Statistik über die Aminosäurezusammensetzung einer Protein-
Sequenz an und berechnet das Molekulargewicht und isoelektrischen Punkt. 
 
TmHMM berechnet die Transmembran-Domänen und dazwischenliegende extra/intra-
zelluläre Schleifen eines Transmembran-Proteins. 
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4. Ergebnisse 
 
4.1 Genomische Analyse von IIBP-Homologen 
 
Ausgehend von der bekannten IIBP-cDNA, wurde das bisher sequenzierte Mausgenom unter 
Verwendung verschiedener Datenbanken auf homologe Sequenzen durchsucht, um 
Aufschlüsse über die genomische Lokalisation zu bekommen. Anschließend wurde zur 
Bestätigung der IIBP-cDNA und zur Auffindung weiterer verwandter cDNA ein 3’- und ein 
5’-RACE durchgeführt. Die dabei gewonnenen Ergebnisse konnten mit Hilfe von RT-PCR 
bestätigt werden. Abschließend konnten ähnliche oder homologe Proteine in der Maus oder 
anderen Spezies über Datenbanken ausfindig gemacht werden und eine Proteinstruktur 
anhand der Aminosäuresequenz angegeben werden.      
 
 
4.1.1 Vergleich der IIBP-cDNA mit Genom-Datenbanken der Maus 
 
Mit Hilfe einer fast kompletten Genom-Datenbank der Maus (www.ensembl.org), konnte zu 
der bisher bekannten IIBP-cDNA unter Verwendung des Programmes „Blast“ ein entsprech-
ender Genom-Abschnitt, Contig AC121905 auf Chromosom 3 qA2 identifiziert werden, auf 
den sich die cDNA - unterbrochen durch Introns - verteilt.  
Weiterhin wurde festgestellt, daß die beiden ersten Exons Ex1 und Ex2 ungefähr 100kb 
aufwärts, auf dem direkt vorhergehenden Contig AC098884 nochmals mit geringen Sequenz-
variationen vorhanden sind. Exon Ex2 ist sogar mit geringen Sequenz-Unterschieden zweimal 
auf dem Contig AC098884 im Abstand von ungefähr 27.000bp vorhanden. Sie erhalten daher 
die Bezeichnungen Ex2a’ und Ex2b’. 
 
 
Chromosom 3 qA2 
Ex2a’ Ex2b’




Ex1 Ex2 Ex3 Ex4 
IIBP-cDNA
AC121905
Exon:      400bp  
 
Genom. DNA: 10000bp 
Stopkodon
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4.1.2  3’- und 5’-RACE von IIBP 
 
Zur Überprüfung der IIBP-cDNA auf ihre Vollständigkeit und der weiteren Auffindung von 
eng verwandten cDNAs, welche eventuell die Exons Ex1’, Ex2a’ und Ex2b’ enthalten, wurde 
ein 5’- und ein 3’-RACE durchgeführt. Durch Northern-Blot-Experimente und RT-PCR-
Untersuchungen konnte gezeigt werden, daß IIBP durch Interferon induziert wird (vgl. 
Kapitel 4.2.1). Deshalb wurde für die folgenden Untersuchungen ein Gesamt-RNA-Extrakt 








Zur Amplifikation des 3’-Endes der gesuchten IIBP-cDNA aus der RT-Reaktion des 3’-
RACE wurde „forward-Primer“ RS29f, der im 4. Exon bindet und der „3’nested Primer“ 
verwendet. Zur Kontrolle der 3’-RACE-PCR wurde ein kompletter PCR-Ansatz ohne Zugabe 
von RT-Reaktion durchgeführt. 
 
  
1    2    3 
1: 3’-RACE-PCR mit 2µl RT 
2: 3’-RACE-PCR mit 2µl ddH2O






Abb. 12: 3’-RACE-PCR 
Die Pfeile markieren die dominanten Amplifikate der 3’-RACE-PCR. 
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Zur besseren Analyse eines Gemisches verschiedener Amplifikate der 3’-RACE-PCR 
wurden, nach Abtrennung störender Primer-Dimere, die PCR über das „TOPO-Cloning“-
Verfahren in den Vektor pCR2.1-TOPO einkloniert und transformiert. 20 Kolonien des  
Transformations-Ansatzes wurden untersucht und die DNA-Inserts der Plasmide sequenziert. 
  
 
*1             *2                          *3 *4
Abb. 13: Restriktionsanalyse der Plasmid-DNAs mit amplifizierten cDNA-Inserts nach 3’-RACE 
Mit dem Restriktionsenzym EcoR1 konnten die einklonierten PCR-Amplifikate aus den 
Plasmiden geschnitten und über ein Gel aufgetrennt werden. Die mit einem Stern (*) 
markierten Fragmente enthielten nach Sequenzierung DNA-Abschnitte der IIBP-cDNA. 
 
 
4.1.2.1.2 Analyse der DNA Sequenzen *1-4 
 
Die erhaltenen DNA-Sequenzen wurden mit Hilfe des Programms „GAP“ aus HUSAR mit 
der bisher bekannten IIBP-cDNA  verglichen. Die Sequenz *1 entspricht genau dem 3’-Ende 
der IIBP-cDNA, während die Sequenzen *2, *3 und *4 nur 220 oder 238 Basen am Anfang 
des 4. Exons zur IIBP-cDNA homolog sind, anschließend jedoch ein abweichendes 3’-Ende 
aufweisen. Durch einen Vergleich dieser Sequenzen mit dem Contig AC121905 auf 
Chromosom 3 qA2 konnte gezeigt werden, daß die 3’-Enden dieser cDNAs ebenfalls auf 
diesem Contig lokalisiert sind und weitere mögliche Exons (Ex5 und Ex6) darstellen. 
Ebenfalls fanden sich zu Ex5 und Ex6 homologe DNA-Abschnitte (Ex5’ und Ex6’) ungefähr 
100kb aufwärts von Ex1, aber 3’ von Ex1’, Ex2a’ und Ex2b’auf Contig AC098884. 
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Chromosom 3 qA2 
Abb. 14: Genomische Organisation der IIBP-cDNA nach 3’-RACE
Ex1’ Ex2a’ Ex2b’













Exon:      400bp 
 
Genom. DNA: 10000bp 
Stopkodon
 
[4.1] Genomische Analyse 95




Zur Bestätigung des bisherigen 5’-Endes der IIBP-cDNA und zur Identifizierung von cDNAs, 
die sich möglicherweise aus den neu gefundenen Exons (Ex1’, Ex2a’, Ex2b’, Ex5’ und Ex6’) 
zusammensetzen, wurde ein 5’-RACE durchgeführt. Im ersten Ansatz wurde für die 5’-
RACE-PCR der „reverse-Primer“ RS2r eingesetzt, der spezifisch im Exon Ex2, Ex2a’ oder 
Ex2b’ bindet. In einem zweiten Ansatz wurde der „reverse-Primer“ RS35r verwendet, 
welcher spezifisch im Exon Ex6 oder Ex6’ bindet. Als forward Primer wurde in beiden 
Reaktionen der „Nested Universal Primer (NUP) verwendet. Zur Kontrolle der 5’-RACE-
PCR wurden 2 Ansätze mit entsprechenden „forward-Primern“ Klon6s und E1nf 
durchgeführt.  
    
 
 1     2    3       4      5  
1: 100bp-Marker  
2: 5’-RACE-PCR mit RS2r + NUP 
3000 3: PCR mit Klon6s und RS2r  
2000 4: 5’-RACE-PCR mit RS35r + NUP




Abb. 15: 5’-RACE-PCR 
Die Pfeile markieren die dominanten Amplifikate der 5’-RACE-PCR. 
 
  [4.] Ergebnisse 96 
Entsprechend dem 3’-RACE wurde die PCR, nach Abtrennung der Primer-Dimere, mit Hilfe 
des „TOPO-Cloning“-Verfahren in den pCR2.1-TOPO-Vektor einkloniert und transformiert. 




5’-RACE mit RS35r 5’-RACE mit RS2r 
                                       ◊1 ◊2                   *1◊3*2*3   *4   *5                 *6                      *7                                *8                   ◊4  
Abb. 16: Restriktionsanalyse der Plasmid-DNAs mit amplifizierten cDNA-Inserts nach 5’-RACE 
Mit dem Restriktionsenzym EcoR1 konnten die einklonierten PCR-Amplifikate aus den 
Plasmiden geschnitten und über ein Gel aufgetrennt werden. Die mit einem Stern (*) 
markierten Fragmente enthielten nach Sequenzierung DNA-Abschnitte der IIBP-cDNA. Die 
mit einer Raute (◊) markierten Fragmente enthielten DNA-Abschnitte entsprechend den neu 
gefundenen Exon-Abschnitten Ex’. 
 
 
4.1.2.2.2 Analyse der DNA Sequenzen *1-8 und ◊1-4 
 
Sequenzen *1-5: 
Das 5’-RACE mit RS2r lieferte 5 Sequenzen *1-5 mit dem Anfang der IIBP-cDNA als Insert. 
Allerdings wurde ein Einschub von 243bp zwischen dem 1. Exon und dem 2. Exon bei allen 5 
klonierten cDNAs festgestellt. Unter Beibehaltung des bisherigen Leserasters ergab sich so 
ein neues Startcodon im Exon Ex1 und einer um 149 Amonosäuren längeren Proteinsequenz. 
Der Einschub von 243bp stellt hierbei kein neues Exon dar, sondern findet sich auf dem 
Contig unmittelbar vor dem ursprünglichen Exon Ex2, so daß sich diese beiden cDNA-
Abschnitte zu einem gemeinsamen Exon Ex2 zusammenfassen lassen. 
  
Sequenzen *6-8:  
Unter den 20 Kolonien des 5’-RACE mit RS35r fanden sich 3 Kolonien mit den Sequenzen 
*6-8, die Homologien zur IIBP-cDNA aufwiesen. Allerdings waren die Sequenzen nur aus 
Teilen der einzelnen Exons zusammengesetzt, so daß kein durchgehendes Leseraster mehr 
vorhanden war. Deshalb wurde im weiteren auf eine Analyse dieser cDNA-Fragmente 
verzichtet. 
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Sequenzen ◊1-4: 
Eine neue cDNA ◊4, im folgenden IIBP’ genannt, welche aus den als Ex’-bezeichneten Exons 
besteht, konnte beim 5’-RACE mit RS35r gefunden werden, wobei Ex2a’ und Ex2b’ 
ebenfalls um 243bp verlängert waren. Ebenfalls konnten beim 5’RACE mit RS2r 3 Klone (◊1-
3) isoliert werden, deren Anfänge mit IIBP’ übereinstimmten. 
 





Chromosom 3 qA2 
Abb. 17: Genomische Organisation der IIBP-cDNA nach 5’-RACE  
Ex1’ Ex2a’ Ex2b’





Exon:      400bp 
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4.1.2.3 Überprüfung des 3’-Endes von IIBP’ 
 
4.1.2.3.1 3’-RACE von IIBP’ 
 
Um das komplette 3’-Ende der IIBP’-cDNA zu erhalten wurde nochmal ein 3’-RACE durch-
geführt. Der „forward-Primer“ E1nf, welcher spezifisch nur in Ex2a’ oder Ex2b’ bindet und 
der „3’nested Primer“ wurden für die anschließende 3’-RACE-PCR verwendet.  
 
 
1    2    3 
1: 3’-RACE-PCR mit 2µl RT 
2: 3’-RACE-PCR mit 2µl ddH2O






Abb. 18: 3’-RACE-PCR 
Pfeile markieren die dominanten Amplifikate der 3’-RACE-PCR.  
 
Entsprechend dem vorherigen RACE wurde die PCR, nach Abtrennung der Primer-Dimere, 
mit Hilfe des „TOPO-Cloning“-Verfahren in den pCR2.1-TOPO-Vektor einkloniert und 
transformiert. Je 20 Kolonien des  Transformations-Ansatzes wurden untersucht und die 





Abb. 19: Restriktionsanalyse der Plasmid DNAs mit amplifizierten cDNA-Inserts nach 3’- RACE 
Mit dem Restriktionsenzym EcoR1 konnten die einklonierten PCR-Amplifikate aus dem 
Vektor geschnitten und über ein Gel aufgetrennt werden. Das mit einer Raute(◊5) markierte 
Fragment enthielt nach Sequenzierung DNA-Abschnitte der neu gefundenen IIBP’-cDNA.     
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4.1.2.3.2 Analyse der Sequenz ◊5 
 
Von 20 willkürlich analysierten Kolonien enthielt nur eine Kolonie ein Plasmid, welches das 
komplette 3’-Ende der neuen cDNA enthielt. Diese geringe Ausbeute könnte mit der nied-
rigen Expression der IIBP’-mRNA zusammenhängen (vgl. Kapitel 4.2.1). 
 
 
4.1.3  Verifizierung der Ergebnisse über RT-PCR 
 
Zur Bestätigung der Ergebnisse vom 3’-RACE und 5’-RACE wurden verschiedene PCR von 
einer RT derselben RNA, die auch für die vorhergehenden Untersuchungen verwendet wurde, 
durchgeführt. Hierbei wurden die „forward Primer“, Klon6s, E0f und F124f, die im ersten 
Exon Ex1 binden und der „forward-Primer“ IIBPcodf, der im dritten Exon Ex3 bindet, mit 
„reverse- Primern“, die im 3’-Ende der IIBP-cDNA (IIBPvcodrev) oder im neu gefundenen 
3’-Ende (RS32 und RS35) binden, kombiniert. 
Die verschiedenen Amplifikate der PCR wurden in den pCR2.1-TOPO-Vektor kloniert und 
daraus gewonnene Plasmide nach Restriktionsanalyse sequenziert. Die erhaltenen Sequenzen 
wurden ebenfalls mit genomischer DNA und den neu klonierten cDNA des 3’-RACE ver-
glichen. 


























































Die Zahlenangaben in der genomischen DNA geben die Länge der Exons und Introns an. 
 


























































   


























































































































































































































































































































































Abb. 21:  Schematische Darstellung der genomischen Organisation von IIBP und der nachgewiesenen mRNA-
Transkripte 
Die Zahlenangaben in der genomischen DNA geben die genaue Länge der jeweiligen Exons und 
Introns  an. 
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4.1.4 Untersuchung der Exon-Intron-Übergänge zur Bestätigung möglicher 
Spleißvarianten 
 
Mögliche Spleiß-Seiten einer prä-mRNA können durch einen Vergleich von genomischer 
DNA mit cDNA der zugehörigen mRNA bestimmt werden. Sequenzen welche in der geno-
mischen DNA vorkommen, jedoch nicht in der cDNA, sind Introns und markieren die Grenze 
von Intron-Exon-Übergängen. Ein Vergleich von vielen verschiedenen mRNAs zeigt, daß an 
Intron-Exon-Übergängen kurze konservierte Sequenzen auftreten. 
Bei einem Vergleich der genomischen DNA, den klonierten IIBP-cDNAs und den konser-
vierten Sequenzen konnten die verschiedenen Varianten der IIBP-cDNAs bestätigt werden. 
Ob alle Spleißvarianten auch in funktionelle Proteine translatiert werden, konnte hierbei nicht 
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Abb. 23: Exon-Intron-Übergänge von IIBP 
Intron 1b ist am 3’-Ende 243bp länger als Intron 1a, Intron 4a ist am 5’-Ende 18bp und Intron 
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4.1.5 Vergleich der unterschiedlichen 3’-Enden von IIBP 
 
Bei der Transkription von DNA in prä-RNA gibt es 10-35 Nukleotide oberhalb des Stopko-
dons konservierte Sequenzen (AAUAAA, AUUAA), die Polyadenylierungs-Signale sind. An 
diese Sequenzen binden bestimmte Faktoren, welche der DNA-abhängigen RNA-Polymerase 
das Ende der Transkription  anzeigen und dafür sorgen, daß die prä-RNA durch die 
Polymerase polyadenyliert wird. 
Sowohl bei der ursprünglichen IIBP-cDNA, als auch bei den cDNAs, welche ein 5. und 6. 
Exon enthalten, sind Polyadenylierungs-Signale am 3’-Ende vorhanden. Damit können 2 
unterschiedlich lange prä-RNA-Transkripte von derselben DNA erstellt werden. Wenn das 
erste PolyA-Signal erkannt wird, entsteht eine kurze prä-RNA mit 4 Exons, oder falls dieses 
Signal nicht erkannt wird, entsteht eine  lange prä-RNA mit 6 Exons. Bei einer weiteren 
Prozessierung der kurzen prä-RNA zu mRNA und anschließender Translation, ergibt sich ein 
verkürztes Protein mit Ex1 (Signalpeptid), Ex2 (IgV-Domänen), Ex3 und Ex4 (IgC-
Domänen), welches sezerniert werden könnte (im folgenden als IIBP-S bezeichnet). Durch 
Prozessierung der prä-RNA zu mRNA und anschließender Translation, entsteht ein Protein 
mit 5 Exons (Ex1-5), wobei Ex5 eine Transmembranregion beinhaltet, die zu einer 
Verankerung des Proteins in der Zellmembran führt. Das 6. Exon wird nicht mehr translatiert 
(vgl. Abb. 30). 
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4.1.6 IIBP und verwandte Proteine gehören zur Familie der SIRPβ-Proteine  
 
Bei der Suche nach homologen Aminosäure-Sequenzen in Proteindatenbanken, konnte ein 
Protein der Maus ausfindig gemacht werden, deren Sequenz eine sehr hohe Homologie am 5’-
Ende zu IIBP und IIBP’ besitzt. Bei dem Protein handelt es sich um SIRPα1. Die genomische 
Organisation in Exon und Intron ist vergleichbar der von IIBP und IIBP’, allerdings ist 
SIRPα1 auf Chromosom 2 lokalisiert. Die einzelnen Exons von SIRPα1 und IIBP wurden auf 
Proteinebene mit Hilfe des Programmes „GAP“ aus HUSAR miteinander verglichen und die 
prozentualen Übereinstimmungen ermittelt. Dabei wurde das 6. Exon von IIBP nicht mehr 
berücksichtigt, da es nicht translatiert wird. 
  
 
IgC1- IgC2- Trans- IgV- IntrazelluläreSignal-
Domäne Domäne membran- Domäne Domäne Peptid 
  Domäne    
      
Ex3 Ex4 Ex5 Ex2 Ex6-8 Ex1 




 zu SHPS-1 
76 70 5043 30 
Exon:   200bp  
Genom. DNA: 10000bp 
Abb. 24: Vergleich der einzelnen Exons von SIRPα1 und IIBP 
In den Exons sind die prozentualen Übereinstimmungen zu SIRPα1 eingetragen. Ingesamt 
besteht zwischen den beiden Proteinen eine Homologie von 62%. Bei der Berechnung wurden 
auch konservative Aminosäureaustausche mit einbezogen.  
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Des weiteren konnten mehrere humane Proteine derselben Familie ausfindig gemacht werden. 
Die humanen SIRP lassen sich in 2 Proteingruppen unterteilen, den SIRPα und SIRPβ. Die 
SIRPβ-Moleküle, welche keine intracytoplasmatische Domäne besitzen, weisen eine hohe 
Homologie zu IIBP und IIBP’ auf. Die genomische Organisation von SIRPβ in Exon und 
Intron ist vergleichbar mit IIBP. Ein Vergleich der einzelnen Exons auf Proteinebene führte 
unter Verwendung des Programmes „GAP“ aus HUSAR zu folgendem Ergebnis. Hierbei 
wurde das 6. Exon von SIRPβ und IIBP nicht mehr berücksichtigt, da es nicht translatiert 
wird.  
  
Signal- IgC1- IgV- Trans- IgC2- 
Peptid Domäne membran- Domäne Domäne
  Domäne   
     
Ex1 Ex2 Ex5 Ex3 Ex4 












 hSIRPβ1  
xon:      200bp 
enom. DNA: 10000bp 
25:  Vergleich der einzelnen Exons von hSIRPβ1 und IIBP   
rozentualen Übereinstimmungen zu SIRPβ1 sind in den Exons eingetragen. Ingesamt 
ht zwischen den beiden Proteinen eine Homologie von 64%.  
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Zu IIBP’ konnten keine direkt homologen humanen Proteine gefunden werden. Durch einen 
Vergleich der beiden Proteine IIBP und IIBP’ konnte gezeigt werden, daß es sich hierbei um 
nah verwandte Proteine handelt.  
 
 
Signal- IgV1- IgV2- Trans- 
Peptid Domäne Domäne membran- 
   Domäne 
    
Ex1 Ex2a Ex2b Ex5 
   
IIBP 
IIBP’ 
Abb. 26: Vergleich der einzelnen Exons von IIBP und IIBP’ 
Da IIBP’ nicht über IgC-Domänen verfügt, wurde auf die Darstellung der beiden entspre-
chenden Domänen von IIBP verzichtet. Die 2. IgV-Domäne von IIBP’ wurde mit der 1. IgV-




Zu der verkürzten Transkript-Variante IIBP-S konnte kein direktes Homolog gefunden 
werden. 
 
Aufgrund der hohen Homologie von IIBP’ und IIBP zu den humanen SIRPβ werden IIBP und 
IIBP’ im folgenden Teil der Arbeit als SIRPβ1 (IIBP), SIRPβ1-S (IIBP-S) und SIRPβ2 
(IIBP’) bezeichnet. Um Verwechslungen mit den humanen SIRP zu vermeiden, werden diese 
als hSIRP (humane SIRP) bezeichnet.  
 
% Homologie 
83 81 80 73
Exon:      200bp 
Genom. DNA: 10000bp 
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4.1.7 Struktur und Darstellung von SIRPβ1 und SIRPβ2  
 
Anhand der Sequenzen der bekannten Homologe konnten die Protein-Strukturen für IIBP und 
IIBP’ bestimmt werden. 
 
 




  1  MLLLDAQTQI HHSVLLLILL LGLKGAAGKE LEVIQPEKSV SVRAGGSATL  
 
 51  NCTVTSLLPV GPIRWYRGVG HRRNLIYSYT GEHFPRITNV SDTTNRRNLD 
  
 
101  FSICISYVTF ADAGTYYCVK FQKGPSEPDI EIQSGGGTEL FVLGAAGKEL  
 
151  KVIQPEKSVS VRAGGLATLN CTVTSLIPVG PMRWYRGVGH RRNLIYSYTG  
 
201  EHFPRITNVS DATKRRNLDF SIRISDVTFA DADTYYCVKF QKGPSESDIE 
  
 






  1  MLLLDAQTQI HHSVLLLILL LGLKGAAGKE LEVIQPEKSV SVRAGGSATL  
 
 51  NCTVTSLLPV GPIRWYRGVG HRRNLIYSYT GEHFPRITNV SDTTNRRNLD 
  
 
101  FSICISYVTF ADAGTYYCVK FQKGPSEPDI EIQSGGGTEL FVLELKTSGN 
 













Abb. 27: Darstellung der Proteine SIRPβ2 und möglicher Spleißvariante SIRPβ2-S im 
Einbuchstabenkode 
Signalpeptid (kursiv), 1. IgV-Domäne (fein gepunktet), 2. IgV-Domäne (dick gepunktet), 
Transmembranbereich (unterstrichen), mögliche Glykosylierungsstellen an Asparagin (fett 
kursiv), Cystein (C) für Disulfidbrückenbindung (fett kursiv) und positiv geladene 
















































































































































































































































































































































Abb. 28:  Schematische Darstellung der Transkription und Translation von SIRPβ2 





  1  MLLLDAWTHI PHCVLLLILL LGLKGAAVRE LKVIQPVKSF FVGAGGSATL  
 
 51  NCTVTYLLPV GPIKWYRGVG QSRLLIYPFT GEYFPRITSV SDVKKRXNLY 
  
 
101  FSIRISNVTP ADSGTYYCVK FQRGSSEPDI EIQSGGGTEL SVFAKPSSPM  
 
151  VSGPAARAVP QQTVTFTCRS HGFFPQNLTL KWFKNGNEIS HLETSVEPEE  
 
201  TSVSYRVSST VQVVLEPRDV RSQIICEVDH VTLDRAPLRG IAHISEIIQV  
 
 
251  PPTLEISQQP TMVWNVINVT CQIQKFYPRR FQVTWLENGN ISRREVPFTH  
 
301  IVNKDGTYNW ISWLLVNISA LEENMVVTCQ VEHDGQAEVI ETHTVVVTEH  
 






  1  MLLLDAWTHI PHCVLLLILL LGLKGAAVRE LKVIQPVKSF FVGAGGSATL  
 
 51  NCTVTYLLPV GPIKWYRGVG QSRLLIYPFT GEYFPRITSV SDVKKRXNLY 
  
 
101  FSIRISNVTP ADSGTYYCVK FQRGSSEPDI EIQSGGGTEL SVFAKPSSPM  
 
151  VSGPAARAVP QQTVTFTCRS HGFFPQNLTL KWFKNGNEIS HLETSVEPEE  
 
201  TSVSYRVSST VQVVLEPRDV RSQIICEVDH VTLDRAPLRG IAHISEIIQV 
  
 
251  PPTLEISQQP TMVWNVINVT CQIQKFYPRR FQVTWLENGN ISRREVPFTH  
  
301  IVNKDGTYNW ISWLLVNISA LEENMVVTCQ VEHDGQAEVI ETHTVVVTEH 
  
 
















Abb. 29: Darstellung von SIRPβ1 und SIRPβ1-S im Einbuchstabenkode 
Signalpeptid (kursiv), 1. IgV-Domäne (fein gepunktet), 1. IgC-Domäne (gestrichelt), 2. IgC-
Domäne (punkt-strich), Transmembranbereich (unterstrichen), mögliche Glykosylierungs-
stellen an Asparagin (fett kursiv), Cystin (C) für Disulfidbrückenbindung (fett kursiv) und 
positiv geladene Aminosäure Lysin (K) in der Transmembranregion  (fett). Die Pfeile 






















































































































































































































































































































































































Abb. 30: Schematische Darstellung der Transkription und Translation von SIRPβ1 
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4.2  Untersuchung der Expression von SIRPβ1 und -2 
 




Von IIBP konnte in Northern-Blot-Experimenten gezeigt werden, daß die Expression der mRNA 
durch Typ1-Interferon in kultivierten Makrophagen des Knochenmarks induzierbar ist.  
 
Im folgenden wurde untersucht, ob mit den kompletten cDNAs von SIRPβ1 und SIRPβ2 ebenfalls 
eine Interferon-Induktion der zugehörigen mRNA in Gesamt-RNA-Extrakten von Makrophagen 
im Northern-Blot nachweisbar ist. 
 
Die Expression der mRNA von Interferon Regulated Gene 28 (IFRG28) wurde als positiv-
Kontrolle für die Reaktivität der kultivierten Makrophagen auf Typ I und Typ II Interferon 
verwendet. IFRG28 ist ein klassisch Interferon-induzierbares Gen mit 3 ISRE in seiner 
Promotor-Region und zeichnet sich durch eine reproduzierbare Interferon-abhängige 
Expression aus [Klehr, nicht veröffentlichte Daten]. 
Zur Bestätigung der äquivalenten Menge an mRNA wurde eine 7s-RNA-Probe eingesetzt. Des 
weiteren wurde zur besseren Charakterisierung der Interferon-Induktion auch RNA-Extrakte von 
IFN-β knock-out-Mäusen (IFNβ -/-) und IFN-α-Rezeptor-knock-out-Mäusen (IFNAR -/-) verwen-
det. Da Makrophagen konstitutiv IFN-β exprimieren, kommt es schon, während der 
Kultivierung in Medium mit Wachstumsfaktor M-CSF, zur Expression von IFN-
induzierbaren Genen. Durch Zugabe von IL-4 kann die konstitutive Expression von IFN-β 
unterdrückt, oder durch Zugabe von einem monoklonalen Antikörper gegen IFN-β (anti-IFN-
β) die Bindung an den IFN-α-Rezeptor blockiert werden.  
Als Hybridisierungsproben wurde die komplette cDNA von IFRG28, ein Plasmid mit einer 7s-
RNA und die kodierende Region ab dem 2. Exon von SIRPβ1 und -2 verwendet. Durch den Er-
satz der beiden IgC-Domänen durch eine weitere IgV-Domäne in der SIRPβ2-Probe kann eine 
Kreuzhybridisierung weitgehend unterbunden werden.   
  
Knochenmark-Zellen der Maus wurden für eine Woche in entsprechendem Medium zur Erhaltung 
von Makrophagen (mit Wachstumsfaktor M-CSF, nach einigen Tagen gegebenenfalls unter Zu-
satz von anti-IFN-β und/oder IL-4) kultiviert und anschließend mit den angegebenen Mengen an  
Interferon oder NDV für bestimmte Zeiten behandelt. Anschließend wurden RNA-Extrakte 
gewonnen und für Northern-Blot-Experimente verwendet.  
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Abb. 31: Untersuchung der IFN-Induzierbarkeit der mRNA von IFRG28, SIRPβ1 und SIRPβ in wt-
Makrophagen von C57BL/6  
C57BL/6 wt
1    2    3    4 1    2    3    4 1    2    3    4 
SIRPβ1 SIRPβ2 IFRG28 
1: ko 
2: anti-IFN-β + IL-4   
3: anti-IFN-β + IFN-α4 250IU 8h 
4: anti-IFN-β + IL-4 + IFN-α4 250IU 8h
1    2     3     4     5     6 1     2     3    4    5    6  1    2    3    4    5    6
IFRG28 SIRPβ2SIRPβ1
1: ko     4: anti-IFN-β + IFN-α4 250IU 16h 
2: anti-IFN-β    5: anti-IFN-β + IFN-α4 250IU 48h  
3: anti-IFN-β + IFN-α4 250IU 6h 6: anti-IFN-β + IFN-γ  250IU 48h 
7s-RNA 
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Balb/c IFN-β -/-
Balb/c IFN-β -/-Balb/c wt
   1     2     3     4           1    2     3     4 
1: ko 
2: anti-IFN-α + anti-IFN-β + IL-4 
3: 2 + IFN-γ 250IU 8h 
4: 2 + IFN-β 250IU 8h 
Abb. 32: Vergleich der IFN-Induzierbarkeit der mRNA von IFRG28, SIRPβ1 und SIRPβ2 in IFN-β -/-
und wt-Makrophagen des Mausstammes Balb/c  




   1     2     3     4           1    2     3     4    1     3     4          1     3     4 
7s-RNA 
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Balb/c IFN-β -/-
1    2    3   1     2     3  1    2    3 
SIRPβ2 IFRG28 SIRPβ1 
1: ko 
2: IFN-β 250IU 8h7s-RNA 
3: IFN-γ 250IU 8h







1    2     3     4     5 1     2     3    4    5  1    2    3    4    5
SIRPβ2SIRPβ1 IFRG28 
1: ko    4: 2 + IFN-γ 250IU 8h 
2: anti-IFN-β + IL-4  5: 2 + NDV 14h  
7s-RNA 3: 2 + IFN-β 250IU 8h  
Abb. 34: Untersuchung der IFN-Induzierbarkeit der mRNA von IFRG28, SIRPβ1 und SIRPβ2 in wt- und 
IFNAR -/- Makrophagen des Mausstammes C57BL/6 
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 wt IFN-β -/- IFNAR -/- 
ko + +/- - 
Anti-IFN-β (1) -   
Anti-IFN-β + IL-4 (2) - - - 
1 + IFN-α4 ++   
2 + IFN-α4/IFN-β ++ ++ - 
1 + IFN-γ +   
2 + IFN-γ + + + 






 wt IFN-β -/- IFNAR -/- 
Ko + + + 
Anti-IFN-β (1) +   
Anti-IFN-β + IL-4 (2) - - - 
1 + IFN-α4 +   
2 + IFN-α4/IFN-β - ++ + 
1 + IFN-γ +   
2 + IFN-γ + - + 
NDV   - 
Tab. 2: Vergleich der Induktion von IFRG28 und SIRPβ 
++ (starke Expression), + (Expression), +/- (schwache Expression), - (keine Expression) 
 
SIRPβ2 zeigt gegenüber SIRPβ1 keine wesentlichen Unterschiede in seiner Induzierbarkeit, 
ist aber deutlich niedriger exprimiert als SIRPβ1.  
 
Ein wesentlicher Unterschied zwischen dem klassisch induzierbaren IFRG28 und den SIRPβ-
Genen besteht in den Untersuchungen von IFNAR -/- Makrophagen. IFRG28 ist in IFNAR -/-
Makrophagen durch IFN-β nicht induzierbar, dagegen werden SIRPβ1 und -2 durch IFN-β 
induziert. 
Weiterhin ist SIRPβ1und -2 in IFN-β -/- Makrophagen nicht oder in nur geringem Ausmaß 
durch IFN-γ zu induzieren, welches sich eventuell auf eine selektive Induzierbarkeit über 
IFN-β/α zurückführen läßt. Die Expression von SIRPβ1 und -2 in unbehandelten IFN-β -/- 
und IFNAR -/- Makrophagen ist bedeutend stärker im Vergleich zu IFRG28. 
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4.2.1.2 RT-PCR 
 
Zur Bestätigung der Northern-Blot-Experimente, wurden RT-PCR von RNA-Extrakten aus 
verschieden behandelten wt-, IFNAR -/- und IFN-β -/- Makrophagen untersucht. Zur 
Verifizierung gleich eingesetzter Mengen wurden PCR gegen β-Actin von verdünnten RT-
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 1: ko 
2: anti-IFN-β 
3: 2 + IFN-α4 16h 
4: 2 + IFN-α4 48h 
5: 2 + IFN-γ   16h
6: 2 + IFN-γ   48h-Abb. 35: Vergleich der IFN-Induzierbarkeit von SIRPα/β-mRNA in wt-Makrophagen des Maus
stammes C57BL/6 
















































1        2       3        4       1       2         3        4
wt-MФ IFNAR-/- MФ 1: ko 
2: anti-IFN-β 
3: 2 + IFN-γ   100IU 16h





 Abb. 36: Vergleich der IFN-Induzierbarkeit von SIRPβ1- und IFRG28-mRNA in wt- und IFNAR -/
Makrophagen des Mausstammes C57BL/6 SIRPβ1
IFRG28
β-Actin
1        2       3        1        2        3
wt-MФ IFN-β-/- MФ 1: ko 
2: anti-IFN-β+ anti-IFN-α + IL-4
3: 2 + IFN-β   200IU 16h 
-Abb. 37: Vergleich der IFN-Induzierbarkeit von SIRPβ1- und IFRG28-mRNA in wt- und IFN-β -/
Makrophagen des Mausstamm Balb/c 
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Über RT-PCR konnte in wt-Makrophagen gezeigt werden, daß SIRPα1-S und -L konstitutiv 
exprimiert wird und durch IFN-α/β oder -γ nicht induzierbar ist. Dagegen zeigen alle SIRPβ-
Varianten eine Interferon-Induzierbarkeit. 
Gleich den Northern-Blot-Experimenten konnte in IFNAR -/- Makrophagen eine Expression 
von SIRPβ1 nach Behandlung mit IFN-β beobachtet werden, während IFRG28 nur eine Ind-
uktion nach IFN-γ-Behandlung zeigt. Auch waren sowohl in unbehandelten Makrophagen 
von IFN-β -/- als auch von IFNAR -/- Mäusen SIRPβ1 exprimiert. 
Weiterhin konnte festgestellt werden, daß durch alleinige Zugabe von anti-IFN-β die SIRPβ1-
Expression im Gegensatz zu IFRG28 nicht vollständig unterdrückt wurde, sondern sich erst 
nach Zugabe von IL-4 keine SIRPβ1-Transkripte nachweisen ließen. 
  
 
4.2.2 Analyse der Promotor-Region von SIRPβ1 und SIRPβ2 
 
4.2.2.1 Anfang der mRNA von SIRPβ1 und -2 
 
Bei vielen, vor allen bei häufig transkribierten Genen, findet man 25-35 Basen oberhalb des 
Transkriptinonsstarts eine TATA-Box. An diesen stark konservierten Sequenzbereich  binden 
Initiationsfaktoren, an welche die Polymerase II binden kann und die RNA-Synthese startet. 
 
Anstelle einer TATA-Box enthalten manche eukaryontischen Gene auch einen anderen 
konservierten Sequenzbereich, welcher als Initiator bezeichnet wird. Trotz Untersuchung 
zahlreicher Gene konnte nur eine sehr ungenaue Konsensus-Sequenz definiert werden. 
 
Bei Genen, denen eine TATA-Box oder ein Initiator fehlen, beginnt die Transkription an 
einer beliebigen Stelle innerhalb von 20 bis 200 Basen oberhalb des 1. Exons. Hieraus 
ergeben sich mRNAs mit vielen unterschiedlichen 5’-Enden. Diese Gene, welche normaler-
weise ständig in geringer Menge transkripiert werden (sogenannte „housekeeping genes“), 
enthalten oft 100 Basen oberhalb des Transkriptionsstarts eine CG-reiche 20-50 Basen lange 
Region. Da CG-Dinukleotide innerhalb des Genoms kaum vorkommen, werden sie auch als 
„CpG islands“ bezeichnet und deren gehäuftes Auftreten signalisiert häufig einen 
Transkriptionsstart.     
Für die mRNA von SIRPβ1 konnte über das 5’-RACE kein gemeinsamer Transkriptionsstart 
gefunden werden. Eine weitere Analyse der genomischen DNA 5’ von den unterschiedlichen 
Startpunkten, zeigte, daß keine TATA-Box , kein Initiator und keine „CpG-Islands“ 
vorhanden sind. 
Für die mRNA von SIRPβ2 konnte über das 5’-RACE der gemeinsame Transkriptionsstart 
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4.2.2.2 Untersuchung der Promotorregion nach Sequenzen, die eine Bindungsstelle für 
 Transkriptionsfaktoren des Interferon-Signaltransduktionswegs sind 
 
Gene, die durch Interferon induzierbar sind, enthalten häufig in ihrem Promotorbereich GAS-
Elemente oder ISRE. Nach Stimulation mit Interferon, können Transkriptionsfaktoren des 
Interferon-Signaltransduktionswegs aktiviert werden, in den Zellkern translokalisieren und an 
diese Elemente binden. Initiationsfaktoren der Transkription werden dann gebunden, 
rekrutieren die Polymerase II und es kommt zur Transkription. 
 
Abbildung 38 zeigt einen Vergleich der beiden Promotorregionen von SIRPβ1 und –2. 
Auffällig ist die hohe Homologie von fast 90% beider DNA-Abschnitte. Mit einem Programm 
„Findpatterns“ aus HUSAR wurde in einem Bereich von 1500bp oberhalb des Startkodons 
SIRPβ1 und SIRPβ2 nach homologen Sequenzen zu verschiedenen ISRE und GAS-
Elementen gesucht. Es konnte nur ein ISRE innerhalb der Promotorregion gefunden werden. 
 
 
4.2.3 Untersuchung der Interferon-Induzierbarkeit von SIRPβ über  
Reportergen-Analyse 
 
Da beide Promotorregionen eine große Homologie aufweisen, wurde zur näheren Charak-
terisierung der Interferon-Induktion nur der SIRPβ2-Promotor untersucht. Zwei DNA-
Abschnitte des Promotor-Bereichs wurden aus genomischer DNA mit PCR unter 
Verwendung der Primer RS18f, RS4f und RS5r amplifiziert und in die Vektoren pGL3-Basic 
und pGL3-Promotor, welche beide das Lucifersegen als Reporter tragen, einkloniert. Die 
beiden Vektoren pGL3-Basic und pGL3-Promotor unterscheiden sich darin, daß pGL3-
Promotor zusätzlich den SV40-Promotor oberhalb des Reportergens enthält. Er bietet damit 
die Möglichkeit auch Regionen, die außerhalb des „Core-Promoter“ liegen und eventuell als 
„Enhancer“ auf die Transkription wirken zu untersuchen.  
Daher konnte auch das vermutete ISRE-Element, welches eventuell als „Enhancer“ wirkt, 
allein als Dublette mit einem Spacer von 10bp (entspricht der Länge einer DNA-Windung) in 
den pGL3-Promotor-Vektor einkloniert und analysiert werden (siehe Abb. 39). 
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                  .         .         .         .         . 
  112547 AGAACTTTTATGTGATACTGGGAAAAAACATGGCACAAATCAACAACATC 112596 
            |  ||||||||| ||||  ||| || ||| ||||||||||||||||| 
  100583 TAGAACTTTATGTGACACTGAAAAAGAATATGACACAAATCAACAACATC 100632 
                  .         .         .         .         . 
  112597 TAGGATCTTAGGTGTTTGGGAAACATTCTTTTGTACTGAATTCTAACTGG 112646 
         ||| |||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||| 
  100633 TAGTATCTTAGGTGTTTGGGAAACATTCTTTTGTACTGGATTCTAACTGG 100682 
                  .         .         .         .         . 
  112647 TGTGTTACCAAGACAAAATACTTGAGACAACATGGCACCAGCTCAGGGTC 112696 
         |||||||||||||||| | ||| ||||||||||||||| ||||||||||| 
  100683 TGTGTTACCAAGACAAGACACTTGAGACAACATGGCACAAGCTCAGGGTC 100732 
                  .         .         .         .         . 
  112697 AAAAGAAAGAGAAAAGATAATGTTACGCACATTTGAGTCCCTCTAAAAAA 112746 
         |||||||||||||| |||||||||||||||  ||||||||||||||||  
  100733 AAAAGAAAGAGAAAGGATTATGTCATGCATATCGGAGTCCCTCTAAAAAC 100782               
     A/GNGAAANNGAAACT ISRE-Konsensus 
 
                  .         .         .         .         . 
  112747 AAAAATTAAAATAGGAACTCCTTCCCAGCAGCTACATGCAAAACTGTTTA 112796 
         |||   | ||||  |||||||||||| | ||||  |||||| |||||||| 
  100783 AAATTGT.AAATAAGAACTCCTTCCCTGAAGCTGAATGCAACACTGTTCA 100831 
                  .         .         .         .         . 
  112797 TCTATTTCAAAATAAGCAGTATGGTTCCTGTTTTCACATAATATTGAAGT 112846 
          |||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||| |||||||| 
  100832 GCTATTTCAAAATAAGCAGTATGGTTCCTTTTTTCACATAACATTGAAGT 100881 
                  .         .         .         .         . 
  112847 GATCTTTATGCAGAGTAAGTTAAAGCACTTCCTTTTTGTACATATAAGAA 112896 
          ||||||||||||| ||||| | |  ||||||||| | ||| | |||||| 
  100882 AATCTTTATGCAGAATAAGTCACAATACTTCCTTTCTCTACGTGTAAGAA 100931 
 
                  .         .         .         .         . 
  112897 CCTGGGATCTCATGAGAACTGATTCTGGTCCCGACAGGGTTCTTAACCCC 112946 
         |||| ||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| || 
  100932 CCTGAGATCTCATGAGAACTGATTCTGGTCCCAACAGGGTTCTTAACACC 100981 
  
                  .         .         .         .         . 
  112947 AACCATGCTTCTCCTAGATGCCCAGACCCAGATTCATCACAGTGTCCTGC 112996 
         ||||||||||||||||||||||  |||||| |||| |||| ||||||||| 
  100982 AACCATGCTTCTCCTAGATGCCTGGACCCACATTCCTCACTGTGTCCTGC 101031 
                  .         .         .         .         . 
  112997 TGTTGATCCTGCTGCTGGGACTTAAAGGTGAGCATGCCCCAACAACAGAA 113046 
         ||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||| |||| 
  101032 TGTTGATCCTGCTTCTGGGACTTAAAGGTGAGCATGCCCCAACAATAGAA 101081 
                  .         .         .         .         . 
 
RS4f 
RS5r  Abb. 38: Vergleich der Promotorregionen von SIRPβ1 und -2 „forward-primer“ RS4f und „reverse-primer“ RS5r (grün), ISRE (violett), ISRE-
Konsensus-Sequenz (rot), TATA-Box (blau), kodierende Region des 1. Exons (kursiv), 
ATG (orange), die unterschiedlichen Transkriptionsstarts sind über Pfeile markiert, 
SIRPβ2-Promotorregion (obere Sequenz) und SIRPβ1-Promotorregion (untere Sequenz).  
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Abb. 39: Schematische Darstellung der Konstrukte für die Promotoruntersuchung 
Bei der Verwendung von RS18f zur Klonierung, kommen oberhalb der markierten SIRPβ2-
Promotor-Region noch 929bp dazu (pGL3-Basic - 1275bp, pGL3-Promotor - 1275bp). 
 
Anhand dieser Konstrukte konnte mit Hilfe einer Luciferase-Reportergenanalyse untersucht 
werden, ob eine Induktion des Luciferasegens durch IFN-α4 oder IFN-γ in LMTK--Zellen 
erfolgt.  
Zur Kontrolle der Analyse wurden ein Promotor-Konstrukt von IFRG28 mit 3 ISRE (pGL3-
Basic + IFRG28) und ein Promotor-Konstrukt mit einem 4fachen ISRE-GAS-Element des 
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 Abb. 41: Untersuchung der Induktion von Luciferase mit IFN-γ unter der Promotor Region von 
SIRPβ2  
































Abb. 42: Untersuchung der Induktion von Luciferase mit IFN-α4 unter der Promotor Region von SIRPβ2 
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SIRPβ2-Promotor
Abb. 43: Untersuchung der Induktion von Luciferase mit IFN-α4 unter der Promotor-Region von SIRPβ2 
 
 

































Abb. 44: Untersuchung der Induktion von Luciferase mit IFN-α4 unter der Promotor-Region von SIRPβ 
und SV40 
 
Während der Promotor von IFRG 28 mit 3 ISRE zu einer 3,5fachen Induktion der 
Luciferaseexpression nach Behandlung der Zellen mit IFNα4 führt, konnte in keinem der 
Konstrukte, welche Teile der Promotorregion von SIRPβ tragen eine Induktion der Luci-
feraseexpression beobachtet werden. Dabei zeigte sich auch kein Unterschied, ob eine Region 
von 1275bp oder 348bp in Fusion zum SV40- oder ohne SV40-Promotor untersucht wurde. 
Auch das ISRE-Element zeigte im Vergleich zum GAS-Element keinen Einfluß auf die 
Interferon-Induktion. Desgleichen konnte auch keine Induktion in den verschiedenen 
Konstrukten nach IFN-γ Stimulation beobachtet werden.  
Daraus kann gefolgert werden, daß sich mit den klonierten Promotor-Bereichen, keine 
Induktion des Luciferasegens durch Interferon-Behandlung in LMTK--Zellen nachweisen 
läßt. Dies kann bedeuten, daß in den klonierten DNA-Abschnitten des Promotors keine 
Bindungsstelle für Interferon-abhängige Transkriptionsfaktoren vorhanden sind, oder aber, 
daß die notwendigen Transkriptionsfaktoren von LMTK--Zellen im Gegensatz zu primären 
Makrophagen, nicht gebildet werden.  
   
 
4.2.4 Untersuchung der Expression von SIRPβ1 und -2 in transfizierten  
LMTK- und Ba/F3 
 
Die Proteine der humanen SIRP-Familie hSIRPα1 und hSIRPβ1 und das SIRPα1 der Maus, 
welche zur Immunglobulinsuperfamilie gehören, werden als glykosylierte Transmembran-
proteine an der Zelloberfläche exprimiert. 
 
4.2.3.1 Expression von SIRPβ1 und -2 in transformierten Ba/F3 
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Für die folgenden Untersuchungen wurde eine murine prä-B-Zellinie Ba/F3-Zellen verwen-
det, von der über RT-PCR gezeigt werden konnte, daß sie keine Transkripte der SIRP-Familie 
exprimiert. Zudem wächst die Zellinie in Suspension, so daß sie für eine FACS-Analyse sehr 
gut geeignet ist.  
Mit Hilfe von retroviralen Expressionsvektoren für SIRPβ1, SIRPβ2 und SIRPα1 (pMX-P-
HA-SIRPβ1-V5, pMX-P-HA-SIRPβ2-V5 und pMX-P-HA-SIRPα1-L-V5) konnten Retro-
viren gewonnen werden, die zum Gentransfer in Ba/F3-Zellen verwendet werden konnten. 
Bei den 3 Konstrukten wurde zur Analyse im FACS ein „Hämagglutinin-Epitop“ (HA-
Epitop) an den N-Terminus und ein V5-Epitop zur Detektion im Immunblot an den C-
Terminus der kodierenden Region für die einzelnen Proteine kloniert. 
Durch direkte Färbung der Zellen mit einem „Fluorescein-Isothiocyanat“ (FITC)-markierten 
Antikörper gegen das HA-Epitop konnte im FACS gezeigt werden, daß SIRPβ1 und SIRPβ2 
wie SIRPα1 auf der Oberfläche der Zellen exprimiert werden. Durch Anreicherung der hoch-
exprimierenden Zellen über FACS unter Verwendung einer Sortiereinrichtung konnten stabil 
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 Abb. 45: Histogramm der 3 gesorteten Zellinien 
Detektion der stabilen SIRP-Expression im FACS mit FITC-markiertem Antikörper
gegen das HA-Epitop. Ungefärbt (gestrichelt), gefärbt (grün) .2.3.2 Expression von SIRPβ1 und SIRPβ2 in LMTK--Zellen 
ur transienten Expression von SIRPβ1 und SIRPβ2 wurden LMTK- (Maus-Fibroblasten-
ellen von der über RT-PCR gezeigt werden konnte, daß sie keine Transkripte der SIRP-
amilie exprimiert) mit pHA-SIRPβ1-V5 und pHA-SIRPβ2-V5 transfiziert. 
nhand der NxS/T-Sequenz konnte festgestellt werden, daß SIRPβ1 über 6 und SIRPβ2 über 
 mögliche Glykosylierungsstellen verfügt (vgl. Kapitel 4.1.7). Daher wurden 20µg Protein-
xtrakt mit Deglykosidase F behandelt und mit unbehandlten Extrakten im Immunblot ver-
lichen. 
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Abb. 46: Immunblot von unbehandelten und deglykosylierten Extrakten aus transient transfizierten 
LMTK-  
 
SIRPβ1 und SIRPβ2 laufen im Proteingel als deglykosylierte Proteine entsprechend ihrem 
rechnerisch ermittelten  Molekulargewicht von 44,3kD für SIRPβ1 und 32,6kD für SIRPβ2, 
dagegen haben die glykosylierten Formen aufgrund des Zuckergehalts ein größeres Mole-
kulargewicht, SIRPβ1 60kD und SIRPβ2 45kD. Auch läßt sich erkennen, daß SIRPβ1 und 
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4.2.5 Nachweis von endogenem SIRPβ in Makrophagen mit monoklonalen 
Antikörpern 
  
4.2.4.1 Herstellung von monoklonalen Antikörpern 
 
Für die Gewinnung von monoklonalen Antikörpern wurde als Immunogen die erste IgV-
Domäne (Aminosäure 21-147) von SIRPβ1 verwendet, welche als rekombinantes Glutathion-
S-Transferase (GST)-IgV-Fusionsprotein in Bakterien exprimiert und aus Bakterienextrakten 
über reduzierte Glutathion-Sepharose isoliert werden konnte. 
 
Die IgV-Domäne hat den Nachteil, daß sie sehr hohe Homologie zu SIRPα (76%) und den 
homologen Proteinen der Ratte besitzt, jedoch andererseits folgende Vorteile: 
  
1.) Detektion von SIRPβ1 als auch von SIRPβ2 (aufgrund hoher Homologie 81%) und 
evtl. weiteren Homologen mit einer IgV-Domäne 
2.) Gewinnung von Antikörpern, welche eine Detektion als Oberflächenprotein  im FACS 
erlauben 
3.) Blockierung und Aktivierung der Signaltransduktion über Bindung von Antikörpern 
an die IgV-Domäne 
4.) Von Veillette et al. wurde die sehr homologe IgV-Domäne von SHPS1 für die 











Abb. 47:  Proteingel einer bakteriellen Proteinaufreinigung 
1 (Gesamtextrakt nicht induzierter Bakterien), 2 (Gesamtextrakt von Bakterien, nach Induk-
tion mit 1mM IPTG), 3 (Clear Lysate), 4 und 5 (1. und 2. Eluat des über red. Glutathion-
Sepharose gereinigter Überstand) 
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Pro Aufreinigung, die vor jeder neuen Immunisierung der Ratte durchgeführt wurde, konnte 
ungefähr 750µg Protein beim 1. Elutionsschritt und 400µg beim 2. Elutionsschritt isoliert 
werden.  
Nach Gewinnung von Hybridomen, wurden die Überstände auf spezifische Antikörper mit 
Hilfe der SIRPβ1+-Ba/F3-Zellinie im FACS analysiert. Von 1700 getesteten Überständen 
zeigten 80 Überstände eine eventuell spezifische Bindung an SIRPβ1. 30 unterschiedliche 
Hybridome, deren Antikörper im FACS die stärkste nachweisbare Bindung an SIRPβ1 zeig-
ten, wurden für eine weitere Subklonierung verwendet. Weiterhin wurden alle 80 Hybridome, 
die im FACS eine Reaktion zeigten, in einem doppelten ELISA gegen Glutathion-S-Trans-
ferase (GST) und SIRPβ1-IgV-GST getestet. Dabei zeigte sich, daß alle Überstände im GST-
ELISA negativ waren und nur 20 Überstände von 80 getesteten eine Reaktion gegen SIRPβ1-
IgV im ELISA zeigten. Darunter war die Reaktion bei Überständen von Hybridom 4F11, 6B7 
und 32G6 besonders stark. 
 
Nach der 1. Subklonierung zeigten nur noch 5 Hybridom-Überstände eine Reaktion im 
ELISA und eine Bindung von Antikörper aus Überständen an SIRPβ1 konnte im FACS nur 
für 2 Hybridome (6B7 und 32G6) nachgewiesen werden. 
 
 
Abb. 48: FACS-Analyse einiger Überstände auf SIRPβ1-spezifische Antikörper 
SIRPβ1+-Ba/F3 wurden mit Überständen verschiedener Hybridome gefärbt.  
 
Die IgV-Domäne von SIRPβ1, welches als Immunogen zur Generierung von monoklonalen 
Antikörpern verwendet wurde, weist sehr hohe Homologien zur IgV-Domäne von SIRPβ2 
und SIRPα1 auf (vgl. Kapitel 4.1.6). Deshalb wurde in einer weiteren FACS-Analyse die 
Spezifität der beiden positiven Hybridom-Überstände von 32G6 und 6B7 getestet. Hierzu 
wurden SIRPβ1+-Ba/F3, SIRPβ2+-Ba/F3 und SIRPα1+-Ba/F3 mit den entsprechenden Über-
ständen gefärbt und im FACS analysiert. Zur Abschätzung der Affinität der jeweiligen mono-
klonalen Antikörper wurden die Zellen auch mit einem Antikörper gegen das HA-Epitop 
gefärbt. 
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 Abb. 49: FACS-Analyse zur Untersuchung der Hybridom-Überstände von 32G6 und 6B7 
 
SIRPβ1+-Ba/F3, SIRPβ2+-Ba/F3und SIRPα1+-Ba/F3 wurden mit Überständen der Hybridome 
32G6 und 6B7 gefärbt. ierbei zeigt sich, daß der Überstand von Hybridom 32G6 spezifisch und mit hoher Affinität 
n SIRPβ1 bindet, jedoch keine Bindung an SIRPα1 oder SIRPβ2 zeigt. Der Überstand von 
B7 bindet mit geringer Affinität an alle 3 Proteine und zeigt somit keine Spezifität für die 
IRPβ-Proteine.    
ür die folgenden drei Subklonierung wurden nur noch die Hybridome 6B7 und 32G6 
erwendet. Die Daten der FACS-Analyse und vom ELISA-Screening konnten in folgender 
abelle zusammengefasßt werden. 
















3H11 -   
4G7 - - - 
4F11 ++ (0.935) -  
5D10 -   
6B7 +++ (3,204) ++ ++ 
7D8 -   
7A9 ++ (0,513)   
12G2 - - - 
13H3 +/- (0,183)   
13D4 -   
14A10 -   
15H5 + (0,280) + - 
15A6 - - - 
15D7 - +/- - 
16D7 -   
17F5 -   
18A1 -   
18F3 - - - 
18E7 - - - 
19F9 -   
20H1 -   
21B3 - - - 
22E7 -   
22F7 -   
23H1 -   
23A3 +/- (0,189)   
23H10 -   
24H1 -   
24B3 -   
24F5 + (0,383) -  
24A7 -   
24A12 -   
25H1 -   
25B2 - - - 
25C2 +/- (0,106)   
25E9 -   
26F6 + (0,418)   
26H8 - -  
27A4 -   
27C9 -   
27C10 -   
29A1 +/- (0,112) + - 
29E2 - - - 
 















29D6 -   
29E6 +/- (0,122)   
29F6 - -  
29H11 -   
29D12 - -  
30C6 - -  
30A8 +/- (0,112) -  
30B8    
31A3 -   
31E3 - -  
31F3 - -  
31H6 -   
31G8 - -  
31B10 +/- (0,195)   
31E10 + (0,248) -  
31H11 -   
32A2 + (0,229)   
32B3 -   
32F6 -   
32G6 +++ (3,873) +++ +++ 
32H6 - -  
33E6 +/- (0,132) -  
33C8 -   
33G7 -   
33H7 -   
33F11 - -  
33D12 -   
34D2 +/- (0.198)   
34A9 -   
34D11 -   
34G11 - -  
35A8 -   
35B10 -   
36B6 -   
36B8 +/- (0,111)   
36E11 +/- (0,178)   
36F11 -   
Tab. 3: Darstellung der FACS- und ELISA-Daten  vom „Screening“ 
Hybridome, die für eine 1. Subklonierung verwendet wurden (Fett gedruckt), +++  
(OD492>3,0), ++ (OD492>0,5), + (OD492>0,2), +/- (OD492>0,1), - (OD492<0,1) 
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4.2.4.2 FACS-Analyse von primären Mausmakrophagen  
 
Primäre Mausmakrophagen wurden aus dem Knochenmark von C57BL/6-Mäusen durch 
Kultivierung in „Macrophage Colonie Stimulating Factor“ (M-CSF) gewonnen. Die Zellen 










2. Ak (gαr-PE) 
ko - - - 
2. Ak-ko + - + 
Isotyp-ko + rαHPV-E7 + 
Makrophagen-ko + F4/80 + 
SIRPβ1 + 32G6-Überstand + 
SIRP-Proteine + 6B7-Überstand + 
  
Makrophagen exprimieren Fc-Rezeptoren, die 1. und 2. Antikörper über die Speziesgrenze 
hinaus binden können. Bei der Färbung der Zellen und der anschließenden FACS-Analyse 
kann dies zu einem falsch positiven Ergebnis führen. Deshalb wurden die Zellen mit 50µl 
Mausserum zur Absättigung der Fc-Rezeptoren für 30 Minuten bei Raumtemperatur präin-
kubiert und erst anschließend mit den entsprechenden Antikörpern gefärbt. Als Kontrolle für 
die Absättigung der Fc-Rezeptoren wurde ein rαHPV-E7 Antikörper verwendet, der kein 
Signal im FACS geben sollte, wenn er nicht an Fc-Rezeptoren binden kann. Des weiteren 


























Abb. 50: FACS-Analyse von primären Mausmakrophagen 
 
Über FACS konnte gezeigt werden, daß 32G6 und 6B7 im Gegensatz zur Isotyp-
Kontrolle ein vergleichbares Signal wie F4/80 geben und primäre Makrophagen 
somit SIRPβ1 und weitere Proteine der SIRP-Familie exprimieren.  
 
[4.2] Untersuchung der Expression von SIRPβ1 und -2 133
4.2.4.3 Immunblot von Proteinextrakten aus Mausmakrophagen 
 
Die beiden Überstände der Hybridome 32G6 und 6B7 wurden auch im Immunblot von de-
naturierenden und nativen Proteingelen getestet. Hierzu wurden Proteinextrakte von transient 
transfizierten LMTK--Zellen verwendet. Es zeigte sich, daß 6B7 alle untersuchten Proteine 
der SIRP-Familie (SIRPα1-L, SIRPα1-S, SIRPβ1 und SIRPβ2) im denaturierenden Gel 
erkennt. 32G6 detektierte dagegen keine Proteine.  
Anschließend sollte untersucht werden, ob 6B7 auch Proteine der SIRP-Familie in Protein-
extrakten von Makrophagen detektiert. Da SIRPβ1 und SIRPβ2 erst nach Interferon-Behand-
lung von Makrophagen in hoher Menge gebildet wird, wurden Proteinextrakte verschieden 
behandelter Makrohagen untersucht. Als Kontrolle für die unterschiedlichen Molekular-
gewichte, wurden als Positivkontrolle auch die Extrakte der transient transfizierten LMTK--
Zellen analysiert. Gleichzeitig wurden auch Extrakte, welche zuvor mit Deglykosidase F be-
handelt waren, um eine schärfere Auftrennung der deglykosylierten Proteine zu ermöglichen, 








Abb. 51: Immunblot von Proteinextrakten aus Mausmakrophagen 
1 (ko), 2 (Anti-IFN-β), 3 (Anti-IFN-β + IFN-α4 250IU 8h), 4 (Anti-IFN-β + IL-4), 5 (Anti-
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Es konnte gezeigt werden, daß 6B7 SHPS1-L und SHPS1-S in unbehandelten und deglyko-
sylierten Makrophagenextrakten detektieren kann, dagegen keine Proteine der SIRPβ-Familie. 
Dies bedeutet wahrscheinlich, daß Makrophagen SIRPβ1 und SIRPβ2 in so geringer Menge 
exprimieren, daß die niedrige Affinität von 6B7 (nicht aufgereinigter Überstand) nicht aus-
reicht, um die Proteine zu erkennen. 
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4.3 Funktionelle Untersuchung der SIRPβ-Homologe 
 
4.3.1 Interaktion von SIRPβ-Homologen und Proteinen der CD3ζ-Familie 
 
Von humanem SIRPβ1 konnte gezeigt werden, daß es über seine positiv geladene Amino-
säure Lysin im Transmembran-Bereich an „DNAX-activating Protein of 12kD“ (DAP12) 
bindet. DAP12 gehört zur Familie der CD3ζ-ähnlichen Proteine. CD3ζ-ähnliche Proteine 
werden als Dimer exprimiert, besitzen alle nur einen kurzen extrazellulären Teil, eine 
Transmembranregion mit einer negativ geladenen Aminosäure und in ihrer cytoplasmatischen 
Region eine Aktivatorsequenz. Durch Bindung von DAP12 an hSIRPβ1 kann eine Signal-
transduktion über die Aktivatorsequenz erfolgen. 
 
Im folgenden wurde untersucht, ob SIRPβ1 und -2, gleich dem humanen Homolog von 
SIRPβ1, über ihre Transmembranregion mit DAP12 interagieren. 
Des weiteren wurde untersucht, ob „DNAX-activating Protein of 10kD“ (DAP10) ein eng 
verwandtes Protein von DAP12 an SIRPβ1 und -2 bindet.      
 
Zur Untersuchung der Interaktion wurden LMTK--Zellen, von denen über RT-PCR gezeigt 
werden konnte, daß sie konstitutiv kein DAP10 oder DAP12 exprimieren, transient mit ent-
sprechenden Konstrukten von DAP10, DAP12, SIRPβ1 oder SIRPβ2 transfiziert. Eine mög-




4.3.1.1 Untersuchung der Interaktion von DAP12 und SIRPβ1 und -2 
   
4.3.1.1.1 Klonierung der DAP12-cDNA aus RNA von Makrophagen 
  
Mit Hilfe der PubMed-Datenbank konnte die DAP12-cDNA der Maus gefunden und ent-
sprechende Primer für die Gewinnung der kodierenden Region bestimmt werden. Aus RNA-
Extrakten von murinen Knochenmark-Makrophagen konnte anschließend mit Hilfe von RT-
PCR und „TOPO-Cloning“-Verfahren die cDNA von DAP12 gewonnen und in pEGFP-V5 
einkloniert werden. 
   
 
Aminosäuresequenz von DAP12: 
 
1   MGALEPSWCL LFLPVLLTVG GLSPVQAQSD TFPRCDCSSV SPGVLAGIVL  
 
51  GDLVLTLLIA LAVYSLGRLV VSRGQGTAEG TRKQHIAETE SPYQELQGQR  
 
101 PEVYSDLNTQ RQYYR  
 
 
  Abb. 52: Aminosäuresequenz von DAP12 
 
Signalpeptid (kursiv und gepunktet), Transmembranregion (unterstrichen), Cysteine zur
Disulfidbrückenbindung (fett, kursiv), ITAM-Sequenz (fett und gestrichelt)   
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4.3.1.1.2 Transiente Transfektion und Untersuchung der Interaktion  
 
LMTK--Zellen wurden mit den Expressionsvektoren pDAP12-V5, pHA-SIRPβ1-V5 oder 
pHA-SIRPβ2-V5 und als internem Standard mit einem Expressionsvektor für β-Galaktosidase 
kotransfiziert. Entsprechend der β-Galaktosidase-Aktivität wurden Proteinmengen für eine 
Immunpräzipitation (IP) und Immunblot (IB) verwendet. Zum Nachweis einer spezifischen 











nach IP mit αHA 
 













Detektion von DAP12-V5 
 
Detektion von HA-SIRPβ1(β2)-V5 und 
   
 




Präzipitation von  
HA-SIRPβ1(β2)-V5 

















Abb. 53: Übersicht zu den verschiedenen IPs und IBs 
 





DTT   +  +  +    +  +  
DAP12-V5  -  +  +    +  + 








IB: αV5 (18% PAA-Gel) 
IP αHA
DTT   +  +  +    +  +  
DAP12-V5  -  +  +    +  + 
HA-SIRPβ1-V5 -  -  +    -  + 
Abb. 54: Interaktion von HA-SIRPβ1-V5 mit DAP12-V5 
DAP12-V5 und HA-SIRPβ1-V5 wurden gemeinsam mit β-Galactosidase transient in LMTK--
Zellen exprimiert und entsprechende Mengen an Proteinextrakten für Immunpräzipitation und 
Immunblot verwendet.    
 
Anhand der durchgeführten Immunpräzipitationen und Immunblots konnte eindeutig gezeigt 
werden, daß SIRPβ1 an DAP12 bindet. Zur besseren Auftrennung der Molekulargewichte 







IB: αV5 (10% PAA-Gel) 
 





DTT   +  +  +  +  -  +  
DAP12-V5  -  +  +  +  +  + 





25 (Dimer) 20 
DAP12-V5 15 
(Monomer) 
IB: αV5 (18% PAA-Gel) 
IP αHA
DTT   +  +  +   +   +  
DAP12-V5  -  +  +   -   + 








Abb. 55: Interaktion von HA-SIRPβ2-V5 und DAP12-V5 
DAP12-V5 und HA-SIRPβ2-V5 wurden gemeinsam mit β-Galactosidase transient in LMTK--
Zellen exprimiert und entsprechende Mengen an Proteinextrakten für Immunpräzipitation und 
Immunblot verwendet.    
  
Die Abbildung zeigt, daß auch SIRPβ2 an DAP12 bindet. Außerdem ist erkennbar, daß in Ab-
wesenheit von DTT DAP12 als Dimer an SIRPβ2 bindet. Erst durch Behandlung mit DTT 
kommt es zur Spaltung des DAP12-Dimers. 
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4.3.1.2 Untersuchung der Interaktion von DAP10 und SIRPβ2 
   
4.3.1.2.1 Klonierung der DAP10-cDNA aus RNA von Makrophagen 
  
Mit Hilfe der PubMed-Datenbank konnte die DAP10-cDNA der Maus gefunden und ent-
sprechende Primer für die kodierende Region bestimmt werden. Aus RNA-Extrakten von  
Knochenmark-Makrophagen wurden anschließend mit Hilfe von RT-PCR und „TOPO-
Cloning“-Verfahren 2 unterschiedliche cDNA isoliert. 
Durch einen Vergleich der beiden cDNA mit genomischer DNA fällt auf, daß die kürzere 
cDNA kein 2. Exon mehr besitzt, sonder sich aus Exon 1, 3 und 4 der ursprünglichen DAP10-
cDNA zusammensetzt. Dies legt den Schluß nahe, daß es sich hierbei um eine alternative 
Spleißvariante handeln könnte. Weil das 2. Exon aus 24 Nukleotiden (8 Basen-Tripletts) 
besteht, bleibt das Leseraster erhalten. Nach Translation der verkürzten mRNA wird der 
extrazelluläre Teil des Proteins durch Abspaltung des Signalpeptids (welches auch Amino-
säuren des 3. Exons mit beinhaltet) um 10 Aminosäuren verkürzt. Transmembranregion und 
intrazellulärer Bereich sind bis auf eine zusätzliche Aminosäure gleich dem DAP10. Der stark 
verkürzte extrazelluläre Teil (von 7 Aminosäuren) kann nur noch eine Disulfid-
Brückenbindung eingehen und könnte infolge-dessen instabiler als ein längeres DAP10-
Dimer (extrazellulärer Teil 17 Aminosäuren) mit  2 Disulfid-Brückenbindungen sein. Im 
folgenden wird die verkürzte cDNA als DAP10-S bezeichnet.  
 





















 ATCCCTTCAGGTCCCAGCCCAGCATGGACCCCCCAGGCTACCTCCTGTTCCTGCTTCTGC     60 










G------------------------GTTCCTGCTCCGGATGTGGGACTCTGTCTC     96 
GTGGCTGCAGGTCAGACATCGGCAGGTTCCTGCTCCGGATGTGGGACTCTGTCTC    120 
CTCCTGGCAGGCCTAGTGGCTGCAGATGCGGTCATGTCACTCCTAATTGTAGGGG    156 
CTCCTGGCAGGCCTAGTGGCTGCAGATGCGGTCATGTCACTCCTAATTGTAGGGG    180 
TTTGTATGTATGCGCCCACACGGCAGGCCTGCCCAA
TTTGTATGTATGCGCCCACACGGCAGGCCTGCCCAA
ATGCCTGGCAGAGGCTGACCACGGCACCTTCT    
ATGCCTGGCAGAGGCTGACCACGGCACCTTCT    Ex4ExGAAGATGGTAGAGTCTACA    216 
G---ATGGTAGAGTCTACA    237 
                       253 




Abb. 56: Vergleich der unterschiedlichen cDNAs 
 
Start- und Stopkodon (fett gedruckt), Pfeile markieren die Exon-Anfänge































































Abb. 57: Schematische Darstellung der Transkription und Translation von DAP10 und DAP10-S 
 
Durch unterschiedliches Spleißen (möglicher Wegfall von 2. Exon) der prä-mRNA, entstehen 2 
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Aminosäuresequenz von DAP10: 
  
 
 1 MDPPGYLLFL LLLPVAAGQT SAGSCSGCGT LSLPLLAGLV AADAVMSLLI 
 
 
51 VGVVFVCMRP HGRPAQDGRV YINMPGRG 
 
Aminosäuresequenz von DAP10-S:     
 
 
 1 MDPPGYLLFL LLLPGSCSGC GTLSLPLLAG LVAADAVMSL LIVGVVFVCM  
 
 












Abb. 58: Aminosäuresequenz von DAP10 und DAP10-S im Einbuchstabenkode 
 
Signalpeptid (kursiv und gepunktet), Transmembranregion (unterstrichen), Cysteine zur 
Disulfidbrückenbindung (fett, kursiv), YINM-Sequenz (fett), zusätzliche Aminosäuren in DAP10 
( )
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4.3.1.2.2 Transiente Transfektion und Untersuchung der Interaktion 
 
Entsprechend der Untersuchungen zur Interaktion von DAP12 und SIRPβ1 und -2 wurden 
LMTK--Zellen mit den Expressionsvektoren pHA-SIRPβ2-V5, pDAP10-V5 oder pDAP10-S-
V5 und als internem Standard mit einem Expressionsvektor für β-Galaktosidase 






DTT   +  +  +  +  -  +  
DAP10-V5  +  +  +  +  +  + 
IP α HA
DTT   +  +  +     -  +  
DAP10-V5  -  +  +     +  + 
HA-SIRPβ2-V5 -  -  +     -  + 
 






IB: αV5 (18% PAA-Gel) 
DAP10-V5 
(Monomer) 







Abb. 59: Interaktion von HA-SIRPβ2-V5 und DAP10-V5 
DAP10-V5 und HA-SIRPβ2-V5 wurden gemeinsam mit β-Galactosidase transient in LMTK--
Zellen exprimiert und entsprechende Mengen an Proteinextrakten für Immunpräzipitation und 
Immunblot verwendet.   
 
Es konnte gezeigt werden, daß SIRPβ2 an DAP10 nicht bindet. Dies ist auch für das humane 
Homolog von SIRPβ1 gezeigt worden und bestätigt die Hypothese, daß die SIRPβ-Proteine 
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DTT   +  +  +   +   +  
DAP10-S-V5  -  +  +   +   + 
HA-SIRPβ2-V5 -  -  +   -   + 
 
DTT   +  +  +  +  -  +  
DAP10-S-V5  +  +  +  +  +  + 
HA-SIRPβ2-V5 -  -  +  -  +  + 
 
IB: αV5 (18% PAA-Gel) 
DAP10-S-V5 
(Monomer) 
















Abb. 60: Interaktion von HA-SIRPβ2-V5 und DAP10-S-V5 
DAP10-S-V5 und HA-SIRPβ2-V5 wurden gemeinsam mit β-Galactosidase transient in 
LMTK--Zellen exprimiert und entsprechende Mengen an Proteinextrakten für 
Immunpräzipitation und Immunblot verwendet.   
 
Obwohl SIRPβ2 nicht mit DAP10 interagiert, bindet SIRPβ2 an die verkürzte Spleißvariante 
DAP10-S. Unter nicht reduzierenden Bedingungen konnte DAP10-S als Dimer detektiert 
werden. Allerdings liegt der größere Anteil als Monomer vor. Dies kann allerdings auch auf 
die hohe Konzentration an DTT in der benachbarten Probe liegen, welches während des Gel-
laufs diffundieren kann und vorliegende DAP10-S-Dimere, mit nur einer Disulfid-Brücken- 
bindung reduziert.  
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4.3.2 Intrazellulärer Signaltransduktionsweg 
 
Von hSIRPβ1 konnte gezeigt werden, daß nach Aktivierung des Rezeptors oder durch Stimu-
lation der Zellen mit dem Phosphatase-Inhibitor Natriumpervanadat die ITAM-Sequenz des 
gebundenen DAP12 von einer Kinase phosphoryliert wird. 
 
Im folgenden wurden doppelt transformierte Ba/F3-Zellinien hergestellt, die SIRPβ1 oder -2 
und eines der 3 klonierten CD3ζ-Proteine (DAP12, DAP10 oder DAP10-S) stabil 
exprimieren.  
Mit Hilfe der transformierten Ba/F3-Zellen, sollte über Immunpräzipitation und Immunblot 
gezeigt werden, daß SIRPβ1 und SIRPβ2 eine Interaktion mit Proteinen der CD3ζ-Familie 
auch in stabil exprimierenden Zellen eingehen.  
Anschließend sollte gezeigt werden, ob eine Phosphorylierung der ITAM-Sequenz von 
DAP12 in SIRPβ1+/DAP12+-Ba/F3 durch Stimulation der Zellen mit Natriumpervanadat 
nachweisbar ist. 




4.3.2.1 Gewinnung von stabilen Ba/F3-Zellen 
 
Die stabil transformierten Zellinien, SIRPβ1+- und SIRPβ2+-Ba/F3 (vgl. Kapitel 4.2.3.1) 
wurden jeweils mit Retroviren, welche die kodierende Region für DAP12-V5, DAP10-V5 
und DAP10-S-V5 in Fusion mit einem IRES-GFP tragen, infiziert. Mit Hilfe einer Sortierein-
richtung konnten die Zellen im FACS auf hohe Expression von GFP und HA-Fusionsprotein 
angereichert werden. (Die Expression von GFP kann nur in Zellen detektiert werden, in denen 
das komplette Genom des Virus integriert ist und eine komplette mRNA für das zu expri-
mierende Protein mit dem nachgeschalteten IRES-GFP vorliegt. So kann die Intensität der 








































 Abb. 61:  FACS-Analyse der stabil transformierten SIRPβ1+/DAP+-Ba/F3  






















Die stabile Expression von DAP12-V5, DAP10-V5 und DAP10-S-V5 konnte im FACS über 
das GFP-Signal detektiert werden. Die stabile Expression von HA-SIRPβ1(β2)-V5 konnte mit 
einem αHA-Antikörper (1. Antikörper) und einem PE-gekoppelten αMaus-Antikörper (2. 













Ba/F3 transformiert mit HA-SIRPβ2-V5 und
mαHA + gαm-PE








4.3.2.2 Interaktion von SIRPβ1 und SIRPβ2 mit Proteinen der CD3ζ-Familie 
 
Eine mögliche Interaktion der SIRPβ-Proteine mit den verschiedenen Proteinen der CD3ζ-
Familie über IP und IB konnte in den stabil transformierten Zellen  nicht gezeigt werden.  
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4.3.2.3 Untersuchung der Phosphorylierung von DAP12 in SIRPβ1+/DAP12+-Ba/F3 
 
Durch Behandlung von SIRPβ1+/DAP12+-Zellen mit Natriumpervanadat, einem irreversiblen 
Phosphatasen-Inhibitor, wird das Gleichgewicht zwischen Phosphorylierung und Dephospho-
rylierung zahlreicher Proteine verändert, so daß die phosphorylierten Formen überwiegen. 
Diese können nach Zelllyse als phosphorylierte Proteine im Immunblot dedektiert werden. 
 
107 SIRPβ1+/DAP12+Ba/F3-Zellen, wurden mit bestimmten Konzentrationen an Natriumper-
vanadat für unterschiedliche Zeiten stimuliert. Danach wurden die Zellen lysiert und die 







































-    20min       1mM PV 
Abb. 63: Phosphorylierung von DAP12-V5 durch Stimulation von SIRPβ1+/DAP12+-Ba/F3 
1 (ko), 2 (H2O2-ko), 3 (10min 0,5mM PV), 4 (20min 0,5mM PV), 5 (10min 1mM PV),  
6 (20min 1mM PV)
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Nach Stimulation der Zellen mit Pervanadat konnte eindeutig gezeigt werden, daß DAP12 als 
phosphoryliertes Protein vorliegt. Dies bestätigt die Hypothese, daß SIRPβ1 in stabil 
transformierten Ba/F3 Zellen DAP12 als Dimer an die Zelloberfläche rekrutiert und bindet. 
Durch irreversible Inhibition der Proteintyrosin-Phosphotasen kommt es zur Phosphory-
lierung von DAP12. Daran ist wahrscheinlich die Syk-Kinase beteiligt. Die Assoziation als 
phosphorylierte Kinase mit DAP12 konnte über IP aufgrund der hohen Prozentigkeit des Gels 
nicht detektiert werden. 
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5. Diskussion 
 
Proteine der SIRP-Familie sind aufgrund der Expression in zahlreichen Zellen und Geweben 
an vielen regulatorischen Vorgängen des Immunsystems, des Nervensystems und der 
Hämatopoese beteiligt. Die meisten Untersuchungen beschränkten sich allerdings auf die 
Funktion von SIRPα. Die Entdeckung von Lanier et al., daß aktivierende NK-Rezeptoren, 
welche keine cytoplasmatische Domäne tragen, das Adaptorprotein DAP12 zur Signaltrans-
duktion in der Membran binden [Lanier et al., 1998], führte zu weiteren funktionellen Unter-
suchungen an SIRPβ1. Es konnte bewiesen werden, daß SIRPβ1, welches aufgrund seiner 
fehlenden cytoplasmatischen Domäne, gleich den aktivierenden NK-Rezeptoren, keine 
direkte Signaltransduktion vermitteln kann, ebenfalls an DAP12 bindet und damit zur Klasse 
der Ig-Superfamilie mit aktivierender Funktion gehört [Tomasello et al., 2000; Dietrich et al., 
2000]. Dadurch könnte SIRPβ eine wichtige Rolle als Gegenspieler von SIRPα zukommen. 
IIBP, welches aus einer cDNA-Bibliothek von IFN-α-induzierten primären Knochenmark-
Makrophagen der Maus kloniert werden konnte [Nickolaus et al., 1999], zählt, wie es in vor-
liegender Arbeit gezeigt werden konnte, zu Proteinen der SIRPβ-Familie. Zeitgleich mit den 
hier beschriebenen Arbeiten ist es gelungen ein entsprechendes Maus-Homolog zu SIRPβ1 zu 
klonieren und dessen Funktion in Makrophagen zu charakterisieren [Hayashi et al., 2004]. 
 
 
5.1 IIBP gehört zur Familie der SIRPβ-Proteine 
 
Datenbankanalysen ergaben, daß IIBP auf Chromosom 3, Contig AC 121905, liegt (vgl. Abb. 
11). Mit Hilfe eines „Rapid Amplification of cDNA Ends“ (RACE)  konnte gezeigt werden, 
daß es sich bei IIBP um eine mögliche Spleißvariante von SIRPβ1 handelt. Abb. 21 zeigt eine 
schematische Darstellung des SIRPβ1-Gen und der isolierten SIRPβ1-cDNAs. Das Gen 
unterteilt sich in 6 Exons und 5 Introns, die sich auf 54.662bp verteilen. 
Es konnten mehrere cDNAs von SIRPβ1 isoliert werden, die sich in 2 Gruppen, anhand ihres 
unterschiedlichen 3’Endes, einteilen. Die kürzeren cDNAs haben nur 4 Exons, besitzen hohe 
Ähnlichkeit mit der bisher beschriebenen IIBP-cDNA und könnten für sezernierte Proteine 
kodieren. Die längeren cDNAs haben 5 oder 6 Exons, besitzen eine hohe Homologie zu 
hSIRPβ1 und könnten für ein Transmembranprotein kodieren.  
Viele Rezeptoren, insbesondere die der Cytokin-Familie, werden auch als sezernierte lösliche 
Rezeptoren exprimiert. Sie sind aus den extrazellulären Domänen des membranständigen Re-
zeptors aufgebaut, können denselben Liganden binden und dadurch eine Interaktion zwischen 
membranständigen Rezeptor und Ligand modifizieren. Lösliche Rezeptoren werden gebildet, 
indem durch alternatives Spleißen die Transmembranregion des Rezeptors entfernt, oder aber 
eine Protease-Schnittstelle vor der Transmembranregion eingebaut wird [Heaney et al., 1996].  
In Abb. 30 ist die Transkription und Translation des SIRPβ1-Gens für 2 Transkripte 
dargestellt. Hierbei regulieren 2 unterschiedliche Polyadenylierungs-Stellen pA1 und pA2 die 
Transkription verschieden langer prä-mRNAs.  
Im Falle des Transmembranproteins endet die Transkription an der 2. Polyadenylierungs- 
Stelle. Das Transkript wird im letzten Exon der extrazellulären Region an einer 
Spleißdonorstelle gespleißt, das 4. Intron  mit der 1. Polyadenylierungs-Stelle entfernt und das 
4. Exon mit dem 5. und 6. Exon verbunden. Nach Translation und weiterer Prozessierung 
entsteht SIRPβ1. 
Endet die Transkription an der 1. Polyadenylierungs-Stelle, so werden die letzten beiden 
Exons nicht transkribiert und es könnte nach Translation und Prozessierung die sezernierte 
Variante SIRPβ1-S entstehen.  
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Die Regulation von sezernierten und membranständigen Rezeptoren über unterschiedliche 
Polyadenylierungs-Stellen ist auch von Antikörper-Molekülen bekannt, die in der reifen 
naiven B-Zelle als Transmembranprotein vorliegen und nach Aktivierung der B-Zelle als lös-
liche Antikörper sezerniert werden. Dieser Befund unterstützt die Hypothese von Van den 
Berg et al. [2004], der aufgrund einer hoher Homologie von 30% und einer ähnlichen Struktur 
der extrazellulären IgV-Domäne mit „Joining“-Sequenz und IgC-Domäne eine enge Ver-
wandtschaft von Antikörper und SIRPβ-Molekülen postuliert [van den Berg et al., 2004]. 
Des weiteren konnte eine neue cDNA, SIRPβ2 isoliert werden, die eine hohe Homologie zu 
SIRPβ1 besitzt. Auffällig ist, daß SIRPβ2 keine IgC-Domänen besitzt, dafür aber 2 identische 
IgV-Domänen. Abb. 20 zeigt das SIRPβ2-Gen und die isolierten SIRPβ2-cDNAs. Das Gen 
liegt ungefähr 100.000bp oberhalb des SIRPβ1-Gens auf Contig AC098884 und unterteilt sich 
in 5 Exons und 4 Introns, die sich auf  59.399bp verteilen. Eine IgV-Domäne könnte eventuell 
durch alternatives Spleißen des zugehörigen Exons entfernt werden (vgl. Abb. 28).   
Sowohl SIRPβ1-S als auch SIRPβ1-L konnten als „Expressed Sequence Tag“ (EST) durch 
Vergleich der Sequenzen in der PubMed-Datenbank bestätigt werden (AB109404, 
NM178792 und NM198405). 
 
 
5.2 Die Transkription der SIRPβ-Gene wird in Makrophagen durch 
Interferon reguliert 
 
IIBP zeigte in Untersuchungen eine Induzierbarkeit durch Typ I Interferon in kultivierten 
Makrophagen aus Knochenmarkvorläuferzellen [Nickolaus et al., 1999].  
Abb. 35 zeigt den Vergleich der Expression der bisher bekannten SIRP-mRNAs über RT-
PCR. Transkripte von SIRPα1-L und -S sind nicht durch Typ I oder Typ II Interferon 
induzierbar, sondern werden konstitutiv exprimiert. Dies konnte auch durch Immunblots von 
SIRPα1-L/-S bestätigt werden (vgl. Abb. 51). Dagegen wiesen alle Transkripte der SIRPβ-
Varianten eine Interferon-abhängige Expression auf.  
Da Transkripte von SIRPβ über RT-PCR und Northern-Blot in unbehandelten IFNAR -/- und 
IFN-β -/- Makrophagen nachgewiesen werden konnten (vgl. Abb. 32-34, 36 und 37), ist 
davon auszugehen, daß SIRPβ-mRNAs in geringen Mengen auch konstitutiv exprimiert wird. 
Aus den Northern-Blot-Experimenten und den RT-PCR-Ergebnissen geht hervor, daß die 
Expression der SIRPβ-mRNAs sich im Gegensatz zu IFRG28, durch alleinige Behandlung 
der Makrophagen mit einem monoklonalen Antikörper gegen IFN-β, nicht vollständig  unter-
drücken läßt. Erst durch Zugabe von IL-4, welches die IFN-β-Expression in primären Makro-
phagen hemmt [Nickolaus et al., 1994], konnten keine SIRPβ-Transkripte mehr nachgewiesen 
werden.  
Abb. 35 zeigt die Induktion des SIRPβ2-Transkripts über RT-PCR. Dagegen ließ sich die Ex-
pression der SIRPβ2-mRNA im Northern-Blot nur sehr schwer nachweisen. Dies könnte auf 
eine schwächere Expression der SIRPβ2-mRNA im Vergleich zur SIRPβ1-mRNA zurückzu-
führen sein.  
Auffällig im Gegensatz zu IFRG28 ist die IFN-Induzierbarkeit von SIRPβ-mRNA in IFNAR -
/- Mäusen (vgl. Abb. 34 und 36). Dieses Phänomen könnte eventuell auf eine Stimulation der 
Zellen durch Typ I Interferon über einen bisher unbekannten Signaltransduktionsweg, der 
ohne die IFNAR2-Kette des IFN-α-Rezeptor auskommt, zurückzuführen sein. Ähnliche 
 
  [5.] Diskussion 150 
Beobachtungen wurden auch anhand von Studien der Experimentellen Autoimmunen 
Enzephalomyelitis (EAE) in Mäusen gemacht, auf deren  Verlauf IFN-γ einen Einfluß hat. 
Nach Immunisierung von IFNGR -/- Mäusen mit einem kurzem Peptid aus „Myelin 
Oligodendrocyte Glycoprotein“ (MOG) der Ratte entwickelten die Mäuse eine EAE. 
DurchGabe von monoklonalem Antikörper gegen IFN-γ kam es in diesen Mäusen zu einer 
Verbes-serung des Krankheitsverlauf. Es wurde postuliert, daß eventuell ein weiterer 
Signaltransduk-tionsweg für IFN-γ, der einen negativen Einfluß auf den Krankheitsverlauf 
hat, existiert. [Espejo et al., 2001].  
Zahlreiche IFN-regulierte Gene besitzen innerhalb ihrer Promotorregion ISRE oder GAS-
Elemente, an denen Transkriptionsfaktoren des IFN-Signaltransduktionsweges binden. Abb. 
38 zeigt einen Ausschnitt der Promotorregionen beider SIRPβ-Gene. Es konnte in beiden 
Sequenzen ein ISRE gefunden werden. Da die Promotorregion beider Gene eine sehr hohe 
Homologie besitzen und ein Plasmid mit der Promotorregion von SIRPβ2 vorhanden war, 
wurde eine Reportergen-Analyse anhand des SIRPβ2-Promotors durchgeführt (vgl. Abb. 
40ff). 
In LMTK--Zellen konnte keine IFN-induzierte Expression des Reporters festgestellt werden. 
Dies könnte zum einen darauf zurückzuführen sein, daß in LMTK--Zellen keine Transkripte 
der SIRP-Familie nach IFN-Behandlung über RT-PCR nachgewiesen werden konnten und 
LMTK- daher wahrscheinlich nicht die notwendigen Transkriptionsfaktoren zur Expression 
von SIRPβ besitzen. 
Zum anderen zeigte SIRPβ2 in Northern-Blot-Experimenten auch eine niedrigere Expression 
als SIRPβ1, welches eventuell auf eine differentiellen IFN-Induzierbarkeit beider Gene 
schließen läßt. Schon geringfügige Unterschiede innerhalb des ISRE und der gesamten 
Promotorregion von SIRPβ1 und –2 könnten hierfür verantwortlich sein. 
Daher ist daran gedacht auch die Promotorregion von SIRPβ1 mit Hilfe einer Reportergen-
Analyse zu untersuchen, um eventuell eine IFN-Induzierbarkeit von SIRPβ1 nachzuweisen. 
Weitere Untersuchungen sollen in Makrophagen-Zellinien, die Proteine der SIRP-Familie 
exprimieren, durchgeführt werden. 
 
 
5.3 Untersuchung einer SIRP-CD47-Interaktion in SIRP+-Ba/F3-Zellen 
 
Von Ba/F3-Zellen, welche stabil mit SIRPα1 der Ratte transformiert wurden, konnte gezeigt 
werden, daß sie aufgrund einer spezifischen Interaktion zwischen CD47 und SIRPα1 Agglo-
merate bilden [Babic et al., 2000]. Obwohl nachgewiesen werden konnte, daß lösliches 
humanes SIRPβ1-Fusionprotein an CD47-beschichteten Platten [Liu et al., 2002] oder an 
CD47+-Zellen [Seiffert et al., 2001] nicht bindet, sollten diese Ergebnisse auch anhand stabil 
transformierter Ba/F3 verifiziert werden. 
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SIRP•1(IgV1)    ATGKELKVTQPEKSVSVAAGDSTVLNCTLTSLLPVGPIRWYRGVGP
SIRP•1(IgV1)    .AVR....I..V..FF.G..G.AT....V.Y.......K......Q 
SIRP•2(IgV1)    .A....E.I........R..G.AT....V................H 
SIRP•2(IgV2)    .A......I........R..GLAT....V...I....M.......H 
 
           
SIRP•1(IgV1)    SRLLIYSFAGEYVPRIRNVSDTTKRNNMDFSIRISNVTPADAGIYY 
SIRP•1(IgV1)    ......P.T...F...TS...VK....LY............S.T.. 
SIRP•2(IgV1)    R.N....YT..HF...T......N.R.L....C..Y..F....T.. 
SIRP•2(IgV2)    R.N....YT..HF...T....A...R.L.......D..F...DT.. 
 
 
SIRP•1(IgV1)    CVKFQKGSSEPDTEIQSGGGTEVYVL 
SIRP•1(IgV1)    .......P....I.........LS.F 
SIRP•2(IgV1)    .......P....I.........LF.. 




Abb. 64: Vergleich der IgV-Domänen von SIRPα1, -β1 und -β2 der Maus  
HUSAR konnten die einzelnen IgV-Domänen von 
α1, -β1 und -β2 verglichen werden. Aminosäuren (AS) unterschiedlicher physioche-
ischer Eigenschaften (fett); AS ähnlicher physiochemischer Eigenschaften (fett kursiv); AS, 









die auch in SIRP
 
Die Unterschiede der IgV-Domänen von SIRPβ1 und -2 zu SIRPα konnten in einer Tabelle 
zusammengefaßt werden.  
 
 
 A B C D 
SIRPβ1(IgV1) 31 5 13 13 
SIRPβ2(IgV1) 27 5 6 15 
SIRPβ2(IgV2) 30 5 6 19 
Tab. 4: Vergleich der IgV-Domäne von SIRPα und –β der Maus 
alle AS-Austausche gegenüber SIRPα (A); AS-Austausche, die auch in SIRPα verschiedener 
Mausstämme vorkommen (B); Austausche von AS mit gleichen physiochemischen Eigen-
schaften (C); Austausche von AS mit unterschiedlichen physiochemischen Eigenschaften (D)  
 
Ein Vergleich der IgV-Domänen zeigt, daß SIRPβ1 die meisten Unterschiede zu SIRPα1 be-
sitzt, davon jedoch viele Austausche Aminosäuren mit ähnlichen physiochemischen Eigen-
schaften betreffen. 
 
Gleich den aktivierenden NK-Rezeptoren der Ig-Superfamilie (KIR und LIR) [Bléry et al., 
1997; Lanier et al., 1998] sind auch SIRPβ1 und -2 stabil in Ba/F3-Zellen exprimierbar. Im 
FACS konnte die Oberflächenexpression von SIRPα1, -β1 und -β2 gezeigt werden und mit 
einer Sortiereinrichtung auf hohe Expression angereichert werden (vgl. Abb. ). 
Selbst nach zweifacher Anreicherung der hochexprimierenden Zellen, konnte bei den 
SIRPα1+-Ba/F3 keine Agglomeration, welche auf eine spezifische Interaktion von SIRPα1 
und CD47 zurückzuführen wäre, beobachtet werden. Desgleichen zeigten auch die SIRPβ+-
Ba/F3 keinerlei Tendenz zur Agglomeration. Dies könnte auf eine, trotz Anreicherung, zu 
niedrigen Expression der SIRP zurückzuführen sein, die maximal eine 15fach stärkere Inten-
sität im FACS gegenüber ungefärbten Zellen zeigten. Um dennoch eine spezifische Interak-
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tion zwischen SIRP+-Ba/F3 und CD47 nachweisen zu können, ist geplant ein lösliches CD47-
Fusionsprotein aus der IgV-Domäne und dem Fc-Teil von IgG zu klonieren und eine Interak-
tion der SIRP+-Ba/F3 mit CD47 im FACS zu untersuchen. 
 
Des weiteren zeigte sich im Immunblot von Proteinextrakten der stabil transformierten Zellen, 
daß sich von den 3 SIRP mit N-terminalem HA- und C-terminalem V5-Epitop SIRPβ1 und -2 
im Gegensatz zu SIRPα1 nur sehr schwer oder gar nicht über monoklonale Antikörper gegen 
HA- oder V5-Epitop nachweisen ließen. Da gleiche Mengen an Extrakt für einen Immunblot 
verwendet wurden und SIRPβ+-und SIRPα+-Ba/F3 im FACS eine vergleichbare Expression 
zeigten (vgl. Abb.), ist davon auszugehen, daß SIRPβ, eventuell aufgrund seiner geringeren 
Stabilität, entweder bei der Extraktion oder während des Immunblots verloren geht. 
 
 
5.4 Untersuchung der endogenen SIRPβ-Expression von primären 
Makrophagen über FACS und Immunblot 
 
Aufgrund der Probleme beim Nachweis von SIRPβ-Proteinen im Immunblot, wurde bei der 
Herstellung monoklonaler Antikörper (mAk) versucht, mAk zu gewinnen, die vor allem eine 
Detektion von SIRPβ1 und -2 in Makrophagen über FACS ermöglichen. Weiterhin konnte 
bisher noch kein Ligand für SIRPβ nachgewiesen werden, so daß für funktionelle Untersuch-
ungen an SIRPβ mAk zur Stimulation des Rezeptors verwendet werden sollen. Das Hybridom 
32G6 erwies sich als ein viel versprechender Kandidat (vgl. Abb. 48 und 49). Bei FACS-
Analysen von primären Knochenmark-Makrophagen mit nicht aufgereinigten Überständen 
von Hybridom 32G6 zeigte sich, vor allem nach Interferon- oder LPS-Behandlung, ein hoher 
„background“. Dies läßt sich wahrscheinlich in einer erhöhten Expression von Fc-Rezeptoren, 
welche Erst- und Zweitantikörper unspezifisch binden, begründen. Daher ist in Abb. 50 die 
Expression von SIRPβ1 nur in unbehandelten Makrophagen untersucht. Durch Einsatz des 
mAk F4/80, als positiv-Kontrolle und eines weiteren mAk gegen HPV-E7 des gleichen Iso-
typs zur Kontrolle der Bindung an Fc-Rezeptoren, konnte die endogene SIRPβ1-Expression 
gezeigt werden. Um eindeutigere Ergebnisse zur Expression von SIRPβ1 in Makrophagen, 
vor allem auch nach IFN- und LPS-Behhandlung, zu erhalten, sollte mAk 32G6 aus Überstän-
den aufgereinigt und direkt markiert werden. Vor der Färbung mit direkt markierten mAk 
32G6 sollten störende Fc-Rezeptoren der Makrophagen mit entsprechenden mAk abgesättigt 
werden. 
Überstande von Hybridom 32G6 und 6B7 wurden auch im Immunblot getestet (vgl. Abb. 51). 
Dabei zeigte sich, daß bisher nur 6B7 SIRPα- und SIRPβ-Proteine in transient transfizierten 
Zellen erkennt. Um äquivalente Signale zu erhalten, wurde allerdings die 10fache Menge der 
Proteinextrakte von transient transfizierten SIRPβ+-LMTK- gegenüber SIRPα+-LMTK- 
eingesetzt.  
In Immunblots von Proteinextrakten primärer Makrophagen (vgl. Abb. 51) konnte bisher nur 
SIRPα1-L und -S detektiert werden. Wahrscheinlich sind hierfür ähnliche Probleme verant-
wortlich, die auch in den stabilen Transfektanten eine Detektion erschweren. 
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5.5 Interaktion von SIRPβ und DAP in LMTK- 
 
Es konnte gezeigt werden, daß SIRPβ1 und -2 spezifisch mit dem Adaptorprotein DAP12 in 
transient transfizierten LMTK--Zellen interagieren (vgl. Abb. und ). Diese Interaktion ist auch 
von humanem SIRPβ1 beschrieben [Dietrich et al, 2000; Tomasello et al., 2000].  
Abb. 59 kann entnommen werden, daß SIRPβ2 nicht an DAP10 bindet. Allerdings konnte 
eine Bindung von SIRPβ2 an die kürzere Spleißvariante DAP10-S  eindeutig bewiesen wer-
den (vgl. Abb. 60). DAP10-S unterscheidet sich nur in seiner, um 10 Aminosäuren verkürz-
ten, extrazellulären Region von DAP10, während Transmembrandomäne und cytoplasma-
tische Region identisch sind (vgl. Abb.56-58).  
Ähnliche Beobachtungen konnten auch anhand von NKG2D, einem aktivierenden NK-
Rezeptor der „C-type Lectin“-Familie, gemacht werden. Das NKG2D-Gen der Maus kodiert 
für 2 Proteine, von denen NKG2D-L in der cytoplasmatischen Domäne um 13 Aminosäuren 
länger ist als NKG2D-S. Beide Proteine gehen aus unterschiedlich gespleißten mRNAs des 
NKG2D-Gens hervor [Diefenbach et al., 2002]. NKG2D-S kann sowohl mit DAP10 als auch 
mit DAP12 interagieren, während NKG2D-L nur an DAP10 bindet [Wu et al., 1999; 
Diefenbach et al., 2000]. Die Spezifität von NKG2D-L für DAP10 in Anwesenheit von 
DAP12 könnte eventuell durch sterische Behinderung einer NKG2D-L-DAP12-Interaktion 
begünstigt werden [Long, 2002]. Die Aktivität der NK-Zellen kann über die Interaktion der 
NKG2D-Proteine mit DAP10 oder DAP12 stark beeinflußt werden. In nicht aktivierten 
Killerzellen wird nur NKG2D-L und DAP10 exprimiert. Nach Stimulation von NKG2D-L 
kommt es über DAP10 zur Aktivierung des PI3K-Akt-Signaltransduktionsweg, der nur zu 
einer mäßigen Zytolyse von Zielzellen führt. Nach Aktivierung der Killerzellen mit IL-2 wer-
den zusätzlich NKG2D-S und DAP12 exprimiert. Eine Stimulation beider NKG2D-Rezeptor-
en, NKG2D-L und NKG2D-S, verstärkt die Zytolyse entsprechender Zielzellen und erhöht 
die IFN-γ Produktion. Dabei werden neben dem PI3K-Akt-Signaltransduktionsweg auch 
Proteintyrosinkinasen wie Zap70 oder Syk über DAP12 aktiviert [Raulet 2003].  
Damit könnte auch eine Stimulation von SIRPβ2 zur Aktivierung unterschiedlicher Signal-
transduktionswege führen. Zum einen könnte es über DAP12 Proteintyrosinkinasen akti-
vieren, andererseits könnte es über DAP10 PI3K und AKT aktivieren. Ob allerdings die 
kürzere DAP10-Variante als Protein in Zellen des hämatopoetischen Systems unter physio-
logischen Bedingungen exprimiert wird und eine Interaktion von SIRPβ2 mit DAP10-S in 
Gegenwart von DAP12 existiert, muß in weiteren Untersuchungen erst gezeigt werden. 
 
 
5.6 Interaktion von SIRPβ und DAP in Ba/F3 
 
In dieser Arbeit konnten 6 unterschiedlich stabil transformierte Ba/F3-Zellinien etabliert 
werden, die je eine Kombination von SIRPβ und DAP exprimieren (vgl. Abb. 61 und 62). Da 
sich bereits der Nachweis von SIRP im Gesamtextrakt von Ba/F3 über Immunblot als äußerst 
schwierig erwies, war auch eine Kopräzipitation von SIRPβ1 oder -2 mit den einzelnen DAP 
nicht möglich. Problematisch waren wahrscheinlich einerseits die zu niedrige Oberflächenex-
pression von DAP und SIRPβ und andererseits eine mögliche Instabilität der eventuell exis-
tierenden Proteinkomplexe von SIRPβ und DAP unter Tensideinwirkung aus der Zellmem-
bran herausgelöst werden mußten, ohne dabei deren gegenseitige Bindung zu stören. Um über 
eine Interaktion von DAP und SIRPβ eine Aussage treffen zu können, ist daran gedacht, 
DAP10, DAP10-S und DAP12 mit einem N-terminalen Flag (zur Detektion der Oberflächen-
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expression im FACS) zu klonieren und über das retrovirale Expressionssystem in SIRPβ+-
Ba/F3 und wt-Ba/F3 zu exprimieren. Nach Lanier et al. werden DAP10 und -12 nur dann an 
der Oberfäche als Dimere in Ba/F3-Zellen exprimiert, wenn sie ein entsprechendens Trans-
membranprotein finden, an welches sie binden können [Lanier et al., 1998]. Über eine Fär-
bung mit einem anti-Flag Antikörper wäre dann somit eine Interaktion von SIRPβ mit bestim-
mten DAP nachweisbar. 
 
Abb. 63 zeigt, daß nach Behandlung von SIRPβ1+/DAP12+-Ba/F3 mit Natriumpervanadat, 
welches die zellulären Phosphatasen inhibiert, DAP12 als phosphoryliertes Protein vorliegt. 
Entsprechend bisheriger Publikationen [Wu et al., 1999; Wu et al., 2000; Lanier et al., 1998] 
kann davon ausgegangen werden, daß membranständige Kinasen, nach Bindung von SIRPβ1 
an DAP12, Tyrosinreste innerhalb des ITAM phosphorylieren. In weiteren Untersuchungen 
soll auch durch Bindung des mAk 32G6 an SIRPβ und anschließender Quervernetzung der 
Antikörper-SIRPβ-Komplexe mit einem Zweitantikörper geprüft werden, ob SIRPβ stimuliert 
werden kann und assoziiertes DAP12 phosphoryliert wird. Des weiteren soll überprüft 
werden, ob unter diesen Bedingungen ein Antikörper gegen die Kinase Syk DAP12 als 
phosphoryliertes Protein kopräzipitiert. 
 
 
5.7 Modell für eine Regulation der Homöostase in Makrophagen durch 
Proteine der SIRP-Familie 
 
Parallel zu unseren Untersuchungen ist es Hayashi et al. gelungen ebenfalls SIRPβ1 der Maus 
zu klonieren und durch Stimulation von primären Makrophagen mit monoklonalen Antikör-
pern gegen SIRPβ1 deren Phagozytose-Aktivität zu erhöhen. Die Autoren führen dies auf die 
Aktivierung des MAPK-Signaltransduktionsweges zurück. Eine Stimulation von SIRPβ führt 
in mehreren Schritten über DAP12, Syk zur Aktivierung der MAPK. Aktivierte MAPK kann 
über eine weitere Kinase „Myosin Light Chain” (MLC) phosphorylieren. MLC verändert das 
Aktin Zytoskelett und unterstützt dadurch die Phagozytose [Hayashi et al., 2004]. 
Diese Ergebnisse passen gut in das Bild von aktivierenden und inhibierenden Rezeptoren der 
Ig-Superfamilie und deren möglichen Auswirkung auf die Homöostase in Makrophagen. In 
ruhenden Makrophagen wird vor allem SIRPα exprimiert. Nach Stimulation von SIRPα durch 
CD47 oder Surfactant Protein A kommt es zur Hemmung der NO-Produktion und Phagozy-
tose. Nach Aktivierung von Makrophagen mit Typ I Interferon über einen parakrinen oder 
autokrinen Weg, kommt es zur vermehrten Expression von SIRPβ. Ein potentieller SIRPβ-
Ligand, eventuell PAMP oder Immunglobulin, kann jetzt an SIRPβ binden und es kommt zur 
Aktivierung der Makrophagen und verstärkten Phagozytose. 
Damit wäre ein weiterer Mechanismus gegeben, über den Interferone immunregulatorisch 
wirkten und die Homöostase in Makrophagen durch Induktion von Proteinen der SIRPβ-
Familie beeinflussen könnten.  
 



























































Abb. 65: Modell für eine Regelung der Homöostase in Makrophagen durch Proteine der SIRP-Familie  
Von ruhenden Makrophagen wird SIRPα1 konstitutiv exprimiert und seine Stimulation durch 
CD47 und Surfactant Protein A (SP-A) wirkt hemmend auf  beispielsweise NO-Produktion, 
Migration und Phagozytose. Durch die Aktivierung von Makrophagen mit Typ I Interferon 
kommt es zur verstärkten Expression von SIRPβ1(2). Deren Stimulation über einen bisher 
unbekannten Liganden, könnte zur Aktivierung der Makrophagen, welches sich zum Beispiel 
in einer erhöhten Phagozytose zeigt, beitragen. 
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6. Zusammenfassung 
 
 „Signal Regulatory Proteins“ (SIRP) sind glykosylierte Transmembran-Proteine, gehören zur 
Immunglobulin-Supergenfamilie und werden von zahlreichen Zellen des hämatopoetischen 
Sys-tems, Nervenzellen und Fibroblasten exprimiert. Sie werden in 2 Gruppen, SIRPα und 
SIRPβ unterteilt. Vertreter der SIRPα besitzen alle eine intracytoplasmatische Domäne, 
welche zwei „Immunoreceptor Tyrosin Based Inhibition Motifs“ (ITIM) trägt und damit zur 
Klasse der In-hibitorischen Rezeptoren gehört. Vertreter der SIRPβ gehören zur Klasse der 
aktivierenden Rezeptoren, besitzen aber nur einen kurzen  intracytoplasmatischen Teil. Zur 
Signaltransduk-tion assoziieren sie über ihre Transmembrandomäne mit dem dimeren 
Adaptorprotein „DNAX Activating Protein of 12kD“ (DAP12), dessen „Immunoreceptor 
Tyrosin Based Activation Motif“ (ITAM) nach Stimulation von SIRPβ phosphoryliert wird. 
Dies führt zur Aktivierung der Zelle, insbesondere in Makrophagen zur erhöhten Phago-
zytose. Gegenüber einer umfassenden Charakterisierung der physiologischen Bedeutung von 
SIRPα, ist nur wenig über SIRPβ bekannt. 
In der vorliegenden Arbeit konnte die SIRPβ-Familie der Maus näher charakterisiert werden. 
Anhand von „Interferon-Induced Ig-Binding Protein“ (IIBP), welches eine Spleißvariante von 
SIRPβ darstellt, konnten 2 SIRPβ-Gene, SIRPβ1 und SIRPβ2, auf Chromosom 3 der Maus 
identifiziert werden. SIRPβ1 kodiert für 2 Proteine, einem Transmembranprotein SIRPβ1 und 
einem sezernierten Protein SIRPβ1-S, die sich durch unterschiedliche Transkription und 
Spleißen des Gens ergeben. Beide Proteine bestehen gleich dem humanen Homolog aus einer 
IgV- und 2 IgC-Domänen, wobei SIRPβ1 im Gegensatz zu SIRPβ1-S noch eine Transmem-
branregion aufweist. Das SIRPβ2-Gen kodiert dagegen für ein Protein, welches im Gegensatz 
zu SIRPβ1 nur 2 IgV-Domänen und eine Transmembranregion besitzt. 
Mit Hilfe von monoklonalen Antikörpern konnte die endogene Expression von SIRPβ1 und 2 
in Makrophagen untersucht werden. Die Transkription beider SIRPβ-Gene ist durch Inter-
feron in kultivierten Makrophagen des Knochenmarks induzierbar. Von beiden Proteinen, 
SIRPβ1 und 2 konnte gezeigt werden, daß sie gleich dem humanen Homolog mit DAP12 
assoziiert sind. Im Unterschied zum humanen Homolog wurde auch eine Bindung zwischen 
SIRPβ2 und einer neuen Spleißvariante des dimeren Adaptormoleküls DAP10 nachgewiesen.  
Diese Ergebnisse zeigen, daß auch in Mauszellen mehrere Proteine der SIRPβ-Familie als 
mögliche Antagonisten zu SIRPα existieren und nach Stimulation zur Zellaktivierung führen. 
Aufgrund ihrer Interferon-Induzierbarkeit in Makrophagen, könnte SIRPβ beispielsweise zur 














The signal regulatory proteins (SIRPs) are a family of ubiquitously expressed transmembrane 
glycoproteins composed of two subgroups: SIRPα and SIRPβ. SIRPαs have a cytoplasmic do-
main containing two immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs (ITIM) and therefore 
belong to the inhibitory receptor superfamily. The SIRPβ subtype has no cytoplasmic domain 
but instead associates with at least one other transmembrane protein DNAX activating protein 
of 12kD (DAP12). DAP12 possesses immunoreceptor tyrosine-based activation motifs 
(ITAM) within its cytoplasmic domain that are thought to link SIRPβ to a family of activating 
receptors. Engagement of SIRPβ promotes phagocytosis in macrophages. In contrast to the 
well characterized SIRPα, the functions of the related SIRPβ are less characterized. 
We have now characterized the SIRPβ-family in the mouse. With the help of interferon 
induced Ig-binding protein (IIBP), which is a spliced variant of SIRPβ, we could identify two 
SIRPβ genes. Both genes, SIRPβ1 and SIRPβ2 are located on chromosome 3 in the mouse. 
The SIRPβ1 gene might code for at least two proteins, one transmembrane protein SIRPβ1 
and one secreted protein SIRPβ1-S. Both proteins have like their human homolog one IgV- 
and two IgC-domains and differ only from each other in the presence or absence of a trans-
membrane region. In contrast to the SIRPβ1 gene, the SIRPβ2 gene might code for a protein 
with only two IgV-domains and a transmembrane region. 
With monoclonal antibodies, we could investigate the expression of SIRPβ1 and SIRPβ2 in 
macrophages. Both proteins are like their human homolog associated with DAP12. In contrast 
to the human homolog we could also show an interaction of SIRPβ2 with a new splice variant 
of DAP10. The transcription of both genes was like IIBP inducible by interferon. 
Macrophages play a central role in the immune system and their homeostasis underlies a 
strong regulation. SIRPβ could antagonize the signaling machinery of SIRPα and therefore 
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